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Resumo 
Apesar das doenças inflamatórias estarem na base de diversas patologias, ainda não foi 
encontrada uma terapia adequada e universal para o tratamento das mesmas. As terapias 
anti-inflamatórias esteróides e não-esteróides tradicionais, ainda, não respondem eficazmente 
ou têm muitos efeitos colaterais associados. O ácido hipocloroso (HOCl) é um oxidante forte 
produzido por neutrófilos e monócitos activados e desde há muito tempo que lhe é 
reconhecido um papel fundamental no processo inflamatório. Embora a formação de HOCl 
tenha como finalidade matar os microrganismos invasores dentro do fagossoma, pode ser 
libertado para fora da célula e levar à lesão dos tecidos contribuindo, deste modo, para a 
patogénese de doenças inflamatórias. Considerou-se, por isso, importante estudar as 
propriedades anti-inflamatórias de alguns flavonóides, em relação à captação de HOCl gerado 
por neutrófilos activados ex vivo, bem como os seus efeitos na activação do factor de 
transcrição NF-κB.  
Em relação à captação de HOCl, para cada flavonóide foram determinados valores de IC50, 
através de diferentes métodos de competição: cloração da taurina e oxidação da sonda 3-
aminofenilfluoresceína (APF), que foi seguida por espectrofluorimetria e citometria de fluxo. A 
miricetina e a quercetina apresentaram uma elevada actividade antioxidante com valores de 
IC50 semelhantes, apresentando características estruturais semelhantes que lhe permite ter 
um efeito protector em relação às reacções mediadas pelo HOCl. 
Estudou-se, também, a capacidade dos flavonóides induzirem variações na activação do NF-κB 
em células monocíticas THP-1 activadas por LPS por duas técnicas. Na transfecção com um 
plasmideo, acoplado ao gene repórter-kB, com uma sequência com elevada afinidade para o 
NF-kB e estimulação com LPS, observou-se uma elevada activação do promotor do NF-kB. No 
entanto, a presença de flavonóides (miricetina, canferol e isorrametina) leva a uma 
dimimuição da activação do promotor. De acordo com estes resultados observou-se, através 
da análise por western blot, uma diminuição da migração nuclear do p65-NF-kB, na presença 
de quercetina e miricetina.  
Estes resultados sugerem que os flavonóides estudados podem exercer efeitos anti-
inflamatórios, através da captação de HOCl e da inibição da activação do NF-κB. 
Palavras-chave: inflamação; flavonóides; HOCl, neutrófilos, células THP-1 e NF-κB  
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Abstract 
Although inflammation underlies a large number of different diseases, a universal anti-
inflammatory curative therapy has not been achieved yet. Indeed, the traditional steroidal or 
non-steroidal anti-inflammatory therapies are either not enough or associated with too many 
side effects. Hypochlorous acid (HOCl) is a powerful oxidant produced by stimulated 
neutrophils and monocytes and has long been recognized to play an important role in the 
inflammatory process. Although this toxic specie is generated with the aim of killing the 
invading microorganisms, inside the phagosome, it can also be released to the outside of the 
cell, where it may damage normal tissue and thus contribute to the pathogenesis of 
inflammatory diseases. Therefore it was considered of interest to study anti-inflammatory 
properties of some flavonoids towards the scavenging of HOCl generated by ex vivo activated 
human neutrophils, as well as their effects on the activation of the transcription factor NF-κB.  
In the HOCl scavenging assays, for each flavonoid, different IC50 values were obtained, when 
assessed through different competition methods: taurine chlorination and oxidation of 3-
aminophenilfluorescein (APF) probe, which was followed by spectrofluorimetry and flow 
cytometry. Myricetin and quercetin showed high antioxidant activity with similar IC50 values, 
since they are analogs and possess those structural features that are determinant on the 
protection against HOCl 
The ability of flavonoids to induce changes in the activation of NF-κB in THP-1 cells activated by 
LPS was also examined using two different approaches. When cells were transfected with a 
plasmid coupled to a luciferase reporter gene containing a kB sequence with high affinity for 
NF-kB and stimulated by LPS, high activation on NF-kB promoter was achieved. In the presence 
of some flavonoids (myricetin, kaempferol and ishoramnetin) a decrease on activation of NF-
kB promoter was observed. Accordingly, it was observed by western blot analysis, a decrease 
in p65-NF-kB nuclear migration in the presence of myricetin and quercetin.  
These results suggest that the studied flavonoids may exert anti-inflammatory effects through 
the scavenging of HOCl and some of them through the inhibition of NF-κB activation.  
Keywords: inflammation; neutrophils; THP-1 cells; flavonoids; HOCl; NF-κB  
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1. Flavonóides 
Os flavonóides constituem um grupo de cerca de 4000 compostos polifenólicos naturais, 
ubíquos nas plantas, que estão presentes em diversos alimentos e bebidas que fazem parte da 
nossa dieta tais como os vegetais, a fruta, o chocolate, o chá, o vinho e o café. Constituem os 
pigmentos responsáveis pela explosão outonal de cores e das muitas tonalidades de amarelo, 
laranja e vermelho das flores (Middleton et al, 2000; Gomes et al., 2008). 
Desde há muito tempo que os flavonóides são reconhecidos como possuindo actividade anti-
inflamatória, anti-alérgicas, anti-virais, anti-cancerígenas, entre outras (Mddleton et al, 2000; 
Williams et al , 2004; Gomes et al., 2008). Por este motivo, considera-se que estes compostos 
possuem efeitos benéficos nas doenças associadas ao envelhecimento tais como as doenças 
cardiovasculares, doenças neurodegenerativas e algumas formas de cancro. Estes efeitos 
benéficos para a saúde têm sido atribuídos principalmente aos seus efeitos anti-oxidantes. 
Contudo, torna-se evidente que o mecanismo de acção dos flavonóides se estende muito para 
além da modulação do stress oxidativo e os seus efeitos protectores parecem estar, também, 
relacionados com a modulação intracelular de vias de sinalização que são essenciais para o 
funcionamento da célula (Gomes et al., 2008).  
 
1.1. Estrutura e Nomenclatura 
Os flavonóides naturais derivam de uma via biossintética comum que converge na formação 
do primeiro flavonóide, a 2-hidroxicalcona (Figura 1). (Gomes et al., 2008).  
 
 
Figura 1 - Estrutura da hidroxicalcona (adaptado de Gomes et al, 2008)  
 
Este flavonóide constitui o core central a partir do qual se formam todos os outros flavonóides 
através da ciclização do anel da 2-hidroxicalcona. São caracterizados por possuírem 2 aneis 
aromáticos (A e B) que estão ligados por 3 átomos de carbono que se combinam com um 
átomo de oxigénio e 2 átomos de carbonos do anel aromático A para formar um terceiro anel 
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heterocíclico (C) (Figura 2) (Pietta e tal, 2000; Heim et al, 2002, Beecher e tal, 2003; Manach et 
al,2004; Gomes et al., 2008). 
 
Figura 2 – Estrutura geral dos flavonóides (Pietta el al, 2000) 
 
Os flavonóides podem agrupar-se em 7 classses, de acordo com o padrão de oxidação do anel 
C e dos seus grupos substituintes, bem como da ligação do anel B ao anel C. O anel C pode ser 
um pirano heterocíclico dando origem aos flavanóis ou catequinas (sem ligações insaturadas 
no anel C) e às antocianidinas (com 2 ligações duplas no anel C). O anel C, também, pode ser 
uma pirona originando as restantes classes: flavonóis (com 1 ligação dupla C2=C3 e um grupo 3-
OH), flavonas (com 1 ligação dupla C2=C3), flavanonas (sem a dupla ligação C2=C3) e isoflavonas 
(com 1 ligação dupla C2=C3 mas a ligação ao anel B é feita pelo C3 do anel C). (Beecher et al, 
2003; Manach et al, 2004; Gomes et al., 2008). Finalmente considera-se haver uma nova 
classe, os neoflavonóides que possuem algumas diferenças em relação aos flavonóides cujo 
anel C é uma pirona, isto é, o grupo carbonilo está no C2 em vez de estar no C4, a dupla ligação 
é entre C3=C4 e a ligação ao anel B faz-se através do C4 do anel C. (Gomes et al., 2008) 
 
1.2. Fonte de Flavonoides 
Os flavonóides encontram-se amplamente distribuídos em alimentos e bebidas derivadas das 
plantas, tais como as frutas, os vegetais, o chá, o chocolate e o vinho. Como já foi referido, o 
consumo de flavonóides tem sido associado a diversos efeitos benéficos para a saúde humana, 
no entanto, os valores que devem ser ingeridos ainda não são consensuais. 
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Quadro 1 - Estrutura das várias classes de flavonóides e fontes na dieta (adaptado de Heim et al 2002) 
Classe Fontes na Dieta Estrutura Geral 
Flavanóis Chá 
 
Flavonas Vinho tinto 
Pele do tomate 
Pele dos frutos 
Pimenta vermelha  
Flavonóis Brócolos 
Chá preto 
Tomato 
Vinho tinto 
Azeite 
Chá 
 
Flavanonas Laranja 
Limão 
 
Isoflavonas Soja 
 
Antocianidinas Cereja 
Morango 
 
 
 
1.3. Metabolismo e Biodisponibilidade  
A maioria dos flavonóides ingeridos na dieta encontram-se glicosilados e não podem ser 
absorvidos na sua forma nativa. Estes compostos terão de ser hidrolizados por enzimas 
intestinais ou microflora do cólon antes de serem absorvidos. Quando a microflora está 
envolvida a eficiência de absorção está comprometida pois da sua acção sobre os compostos 
que não estão glicosilados origina compostos aromáticos simples. No decorrer da absorção os 
compostos são conjugados no intestino delgado e posteriormente no fígado sofrendo reacções 
de metilação, glucuronização e sulfatação, processo comum a muitos xenobioticos e que 
permite a diminuição do efeito tóxico e assim a sua eliminação, biliar ou urinária por aumento 
do carácter hidrófilo. No processo de eliminação biliar pela circulação entero-hepática pode 
levar a que o composto polifenolico permaneça mais tempo no corpo. Os compostos 
polifenolicos e os seus derivados estão extensivamente ligados à albumina que leva a baixa 
biodisponilibidade (Manach et al, 2004; Gomes et al., 2008) 
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A percentagem de absorção dos flavonóides regra geral não excede uma pequena 
percentagem da dose ingerida, sendo que a composição da comida pode ser um factor 
importante que afecta a biodisponibilidade. Podem ligar-se proteínas que reduzem a sua 
disponibilidade e, pelo contrário, o álcool pode aumentar. Durante a absorção intestinal os 
uma parte dos flavonoides sofrem reacções de sulfação e glucoroniazação. A pequena fracção 
que é absorvida sofre metabolismo enzimático, resultando em conjugados polares que podem 
ser excretados na urina. Contudo, a maioria dos flavonoides ingeridos não são absorvidos e são 
largamente degradados pela microflora intestinal. Os enzimas bacterianos catalisam uma série 
de reacções podendo, deste modo, originar um número elevado de compostos fenólicos. Estes 
ácidos fenólicos podem ser reabsorvidos e conjugados no fígado e assim entrar em circulação. 
Este aspecto parece ser importante para seu efeito antioxidante por duas razões: primeiro 
porque estes ácidos fenólicos representam uma elevada fracção dos flavonóides ingeridos (30-
60%), e segundo porque em alguns destes ácidos a estrutura catecol tem a capacidade de 
quelatar radicais comparável ao dos seus percursores. (Pietta e tal, 2000) 
 
1.4. Actividade anti-oxidante 
O oxigénio é indispensável para a maior parte dos seres vivos, uma vez que é o aceitador final 
de electrões no processo que gera a energia necessária aos organismos aeróbios. Porém, é 
inevitável a formação de espécies de oxigénio parcialmente reduzidas, como os radicais 
superóxido (O2
•−) e hidroxilo (HO•) e espécies não radicalares como o peróxido de hidrogénio. 
O dioxigénio singuleto (1O2), os radicais peroxilo (ROO
•) e alcoxilo (RO•) e o ácido hipocloroso 
(HOCl) são outros derivados reactivos do dioxigénio. O conjunto destas espécies é geralmente 
designado por espécies reactivas de oxigénio (ERO) (Mira, 2004). Nos organismos aeróbios, 
também, se formam espécies reactivas de azoto (ERN), as quais incluem, entre outras o radical 
óxido nítrico (•NO) e o peroxinitrito (ONOO−). Muitos destes radicais podem ter funções 
fisiológicas importantes, nomeadamente na transdução de sinal e nos processos de defesa dos 
organismos. Porém, quando gerados em excesso, podem lesar as biomoléculas (proteínas, 
DNA e lípidos), contribuindo para os mecanismos de várias doenças e envelhecimento. É claro 
que os organismos aeróbios possuem uma série de sistemas de defesa antioxidante, isto é, 
substâncias que, quando presentes em concentrações baixas em comparação com as de um 
substrato oxidável, atrasam significativamente ou evitam a oxidação desse substrato (Halliwell 
e Gutteridge, 1999). Estas substâncias podem ser anti-oxidantes endógenos (enzimáticos ou 
não enzimáticos) e exógenos (obtidos da dieta) (Pietta et al, 2000).  
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A actividade anti-oxidante dos flavonóides pode resultar da sua capacidade para exercer um 
ou mais dos seguintes efeitos (Gomes et al., 2008; Pietta et al, 2000 ): 
∗ Captar radicais livres 
∗ Reagir com espécies oxidantes não radicalares (HOCl e ONOO-) 
∗ Quelatar metais 
∗ Exercer efeitos sinergéticos com outros antioxidantes 
Vários estudos foram feitos que permitiram estabelecer relações estrutura-actividade em 
relação à captação de espécies radicalares (Bors e Saran, 1987; Rice-Evans et al., 1997; Heim et 
al., 2002; Silva et al., 2002), outras espécies reactivas não radicalares (Santos e Mira, 2004; 
Justino et al., 2009) e na quelatação de metais (Mira et al., 2002; Fernandez et al., 2002). 
Em relação á captação de radicais, as características estruturais que são determinantes para 
que os flavonóides tenham uma elevada actividade antioxidante são as indicadas a seguir 
(Figura 3): 
∗ A presença do grupo orto-catecol no anel B; 
∗ A ligação dupla C2=C3 no anel C que permite a conjugação do anel B com o grupo 4-
oxo e 
∗ Os grupos hidroxilo em C3 (3-OH) e em C5 (5-OH) com o grupo 4-oxo 
 
 
Figura 3 – Características estruturais importantes para actividade antioxidante dos flavonóides 
(adaptado de Rice-Evans et al, 1996) 
 
O grupo orto-catecol no anel B confere uma estabilidade elevada ao radical formado, pois 
permite a formação de uma ponte de hidrogénio com o grupo hidroxilo adjacente. A 
conjugação do anel B ao grupo 4-oxo, através da dupla ligação 2-3, assegura a deslocalização 
electrónica do anel B. A presença dos grupos 3-OH e 5-OH e do grupo 4-oxo permitem a 
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deslocalização electrónica do grupo 4-oxo para ambos os substituintes (Rice-Evans et al., 1996; 
Heim et al., 2002). A combinação de todas estas características estruturais permite uma maior 
deslocalização electrónica conferindo, assim, uma maior estabilidade aos radicais aroxilo. 
A protecção antioxidante conferida pelos flavonóides pode dar-se a vários níveis ao longo de 
uma sequência oxidativa. Podem prevenir a iniciação de reacções em cadeia captando radicais 
iniciadores ou evitar a sua formação por quelatação de metais (antioxidantes preventivos). 
Podem, ainda, interromper o processo oxidativo reagindo com radicais propagadores das 
reacções em cadeia formando um produto estável (antioxidantes de quebra de cadeia) (Mira, 
2004). 
 
1.5. Interacção com cascatas de sinalização 
Como já foi referido, diversos estudos mais recentes têm demonstrado que os flavonóides 
exercem um efeito modulador através de acções selectivas em diferentes componentes das 
cascatas de sinalização como, por exemplo, a fosfoinositol 3-cinase (PI 3-cinase), Akt/PKB 
cinase, tirosina cinases, proteína cinase C (PKC) e MAP cinases. A acção inibitória ou 
estimulatória nestas vias afectam funções celulares por alteração do estado de fosforilação das 
células alvo e/ou por modulação da expressão de genes. (Williams et al,2004; Gomes et al., 
2008). Os efeitos celulares dos flavonóides estão relacionados com a sua capacidade de se 
associarem às células, por interacção com a membrana ou através da passagem para o citosol 
(Williams et al, 2004).  
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2. Inflamação 
A inflamação exprime a resposta dos organismos vivos a uma agressão, isto é, às lesões das 
células e tecidos vascularizados. Uma grande variedade de mecanismos celulares e humorais 
(solúveis) interligados são activados quando a lesão tecidual ou a infecção ocorrem e o 
conjunto de todos estes mecanismos de defesa que o nosso organismo dispõe constitui o 
sistema imunitário ou imunidade. Este processo de reacção do sistema imunológico pode 
sistematizar-se em dois tipos de respostas inter-relacionadas e funcionalmente definidas: a 
resposta imunológica inata ou natural e a resposta imunológica adaptativa ou adquirida 
(Figura 4). A imunidade inata representa a função primária do sistema imune de protecção do 
organismo contra uma infecção sendo, por isso, um sistema ancião conservado em muitas 
espécies. É constituído principalmente por células fagocíticas, proteínas do sangue e células NK 
(do inglês natural killer cells). Este sistema funciona reconhecendo estruturas moleculares 
típicas dos microrganismos patogénicos (e.g., lipopolissacaridos - LPS) e decorre num espaço 
curto de tempo, usualmente em poucas horas. O sistema imune adaptativo é um mecanismo 
filogeneticamente mais moderno e baseia-se na existência de receptores com elevada 
especificidade para certas regiões (epítopo) dos patogéneos. Estes receptores ou estão ligados 
às células (linfocitos T e alguns linfocitos B) ou são segregados (anticorpos produzidos pelos 
linfocitos B). Um único linfocito T ou B prolifera e origina um elevado número de células filhas 
(expansão clonal), podendo esta resposta levar dias ou semanas (Kuby et al, 2003, Burnester 
and Pezzutto, 2003; Arosa et al, 2007).  
 
 
Figura 4 - Mecanismos de Defesa do Sistema Imune (adaptado Burnester and Pezzutto, 2003) 
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A inflamação representa uma sequência complexa de eventos que estimula a resposta imune, 
sendo por isso a primeira resposta não específica a um estímulo (toxina ou patogéneo) que 
tem como objectivo neutralizar o agente agressor e reparar o tecido lesado. Os sintomas da 
inflamação são rubor, calor, inchaço, dor e eventualmente perda de função (Kuby et al, 2003; 
Burnester and Pezzutto, 2003; Madigan and Martinko, 2006). Pode considerar-se que a 
resposta inflamatória tem 3 passos fundamentais. No primeiro dá-se um aumento do fluxo 
sanguíneo em resultado dilatação dos vasos da área afectada sendo responsável pela 
vermelhidão e aumento da temperatura do tecido. Em seguida ocorre o aumento da 
permeabilidade capilar, em resultado da retracção das células endoteliais, que facilita o influxo 
de líquido e células, sendo responsável pelo inchaço. Por fim dá-se o influxo de fagócitos, um 
processo que ocorre em vários passos que inclui a aderência, a diapedese ou extravasão e 
finalmente a migração para o tecido lesado (Kuby et al, 2003).  
 
2.1. Células do sistema imunológico 
As células do sistema imune têm um precursor comum, uma célula pluripotente, que se divide 
originando 2 grandes grupos, os progenitores mielóides e os progenitores linfóides (figura 5). 
Estes grupos, por sua vez, ainda se podem sub-dividir em outros grupos. Nos progenitores 
Mielóides ainda podemos considerar 4 grupos, os megacariócitos (que originam 
posteriormente as plaquetas), os eritroblastos (que originam os eritrócitos), os mieloblastos 
(que originam os neutrófilos, basófilos e eosinófilos, também, designados de leucócitos 
polimorfonucleados ou granulócitos) e os monoblastos (originam os monócitos). Os 
granulócitos, monócitos e células dendriticas têm a capacidade de ingerir partículas, 
microrganismos e líquido sendo, por isso, designados de fagócitos (do grego fago=ingerir). Nos 
progenitores linfóides consideram-se dois grupos, os linfócitos T responsáveis pela imunidade 
celular e os linfócitos B que produzem anti-corpos. Um terceiro grupo, as células NK (natural 
killer cells) são, também, importantes mas a sua origem ainda não é consensual (Kuby et al, 
2003;Burnester and Pezzutto, 2003; Arota et al, 2007). 
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Figura 5 - Origem das Células do Sistema Imune (adaptado de Burnester and Pezzutto, 2003) 
 
Neste estudo pretende-se estudar algumas características relacionadas com a fagocitose 
sendo por isso importante perceber mais um pouco as células envolvidas neste processo. 
As 3 principais células fagocíticas de um organismo são os neutrófilos, eosinófilos 
(pertencendo ambos aos granulócitos) e monócitos que partilham algumas propriedades. São 
formados na medula, contêm armazenados em grânulos diversos enzimas, migram para o local 
lesado em resposta a estímulos quimio-atractores e fagocitam os microrganismos em 
vacúolos. (Helmes, 1991)  
 
2.1.1. Granulócitos 
Os granulócitos, de acordo com a sua morfologia celular e características citoplasmáticas 
dividem-se em neutrófilos, eosinófilos e basófilos (Kuby e tal, 2003). 
Os neutrófilos têm um núcleo multi-lóbulado e um citoplasma com grânulos que coram tanto 
com corantes ácidos como básicos. Muitas vezes são designados, também, por leucócitos 
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polimorfonucleados (PMN do inglês polymorphonuclear leukocyte) devido ao seu núcleo multi-
lóbulado (Figura 6a) (Kuby et al, 2003). Os neutrófilos, tal como os macrófagos e monócitos, 
são células fagocíticas. Têm um tempo de vida curto (em média 24-48 horas) e são das 
primeiras células a serem recrutadas do sangue periférico para o local da inflamação. Os 
neutrófilos são capazes de destruir microrganismos, dependendo dos grânulos utilizados 
(Arosa et al, 2007). 
Os eosinófilos têm um núcleo bi-lobulado e o citoplasma com grânulos que coram com 
corantes ácidos e com o corante eosina (Figura 6b) (Kuby et al, 2003). Os eosinófilos têm uma 
fraca capacidade fagocítica e actuam libertando o conteúdo dos grânulos para o meio 
extracelular, sendo a sua acção principalmente contra parasitas. (Arosa et al, 2007) 
Os basófilos têm um núcleo lobulado e grânulos que coram com um corante básico, o azul de 
metileno (Figura 6c) (Kuby et al, 2003). São granulócitos não fagocíticos e estão envolvidos nas 
respostas alérgicas libertando substâncias farmacologicamente activas como a heparina e a 
histamina (Arosa et al, 2007). 
 
Figura 6- Morfologia típica dos granulócitos (adaptado de Kuby et al, 2003) 
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De entre os granulócitos, os neutrófilos existem numa percentagem muito maior em relação 
às outras células (Quadro 2). Uma vez que desempenham funções de fagocitose, juntamente 
com os monócitos e macrófagos, será dada uma maior relevância a estas células.  
 
Quadro 2 – Percentagens normais dos granulócitos existentes no sangue de um adulto (adaptado de 
Kuby et al) 
 
 
 
 
 
2.1.1.1. Neutrofilos 
Os neutrófilos são leucócitos polimorfonucleares e constituem cerca de 50-70% dos leucócitos 
que circulam no sangue. São produzidos por hematopoiese na medula óssea, sendo libertados 
para o sangue periférico onde circulam cerca de 7 a 10 horas antes de migrarem para os 
tecidos onde permanecem apenas alguns dias (Kuby et al, 2003). Os neutrófilos intervêm no 
sistema imune inato e são consideradas a “primeira linha de defesa” do organismo contra 
agentes patogénicos, uma vez que são as primeiras a aceder aos locais de inflamação. Os 
neutrófilos fagocitam bactérias, fungos, protozoários, células infectadas por vírus ou células 
tumorais (Selvatici et al., 2006). 
Como já foi referido, o neutrófilo apresenta características estruturais peculiares de onde 
sobressai a natureza multilobada do seu núcleo. O citoplasma é rico em grânulos que, nas 
colorações hematológicas, coram pelos corantes neutros, daí o seu nome de neutrófilos 
(Azevedo et al, 1999). 
Os grânulos dos neutrófilos não são produzidos continuamente. (Selvataci et al, 2006) As 
proteínas dos grânulos constituem cerca de 40% do volume do vacúolo e existem numa 
concentração de cerca de 500 mg/mL (Segal et al, 2005). 
Estudos de microscopia electrónica, associados a técnicas de fraccionamento e separação 
celular e caracterização bioquímica, permitiram identificar no citoplasma três tipos de grânulos 
Tipo de célula Percentagem (%) 
Neutrofilos 50-70 
Eosinófilos 1-3 
Basófilos <1 
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e vesículas secretoras (Quadro 3). Os primeiros grânulos a serem formados durante o 
desenvolvimento do neutrófilo são os grânulos primários que, por serem corados pelos azures, 
se denominam também de azurófilos. Estes grânulos são semelhantes aos lisossomas das 
outras células por serem ricos em hidrolases ácidas. Possuem adicionalmente produtos 
próprios dos quais se destacam a mieloperoxidase, cuja cor esverdeada caracteriza os 
exsudados purulentos (vulgo pus) ricos em neutrófilos. Durante o desenvolvimento na medula 
óssea, aparecem posteriormente os grânulos secundários ou específicos que são típicos destas 
células. Possuem um conteúdo distinto, nomeadamente lactoferrina, uma proteína que liga o 
ferro (Azevedo et al, 1999; Segal et al, 2005). Os grânulos gelatinase (ou grânulos terciários) 
têm bastantes semelhanças com os grânulos específicos, no entanto, contêm menos agentes 
microbicidas na sua composição e outros metaloproteases, sobretudo gelatinase. O facto de 
terem maior facilidade para serem exocitados torna-os importantes nas fases iniciais da 
extravasão de neutrófilos para o endotélio, uma vez que dispõem de enzimas capazes de 
degradar constituintes da matriz extracelular (Selvatici et al., 2006).  
Quadro 3 -  Enzimas e outros constituintes dos grânulos dos neutrófilos humanos (adaptado de Selvatici 
et al.) 
Grânulos 
Vesículas secretórias 
Primários Secundários Terciários 
Mieloperoxiadese Lisozima Gelatinase Fosfatase alcalina 
Lisozima Lactoferrina Catepsina B Citocromo B558 
Defensinas Colagenase Catepsina D Β2 integrina Mac-1 
Bactericidas Activador do 
Complemento 
β – D – Gluconronidase Receptor para fracção 
C3b do complemento 
Elastase Fosfolipase A2 α – Manosidase Receptor activador do 
plasminogénio do tipo 
urocinase 
Catepsina G Receptor do 
complemento 
CD11b  
Proteinase 3 Receptores do fMLP Receptor do fMLP  
Catepsina B Citocromo b558   
Catepsina D Factor quimiotáctico de 
monocitos 
  
β – D – Gluconronidase Histaminase   
α – Manosidase Proteínas de ligação à 
vitamina B12 
  
Fosfolipases A2    
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As vesículas secretoras constituem um reservatório de receptores de membrana necessários 
para a fase inicial da resposta inflamatória. Todos os receptores de membrana contidos nestas 
vesículas são incorporados na membrana plasmática do neutrófilo, e são as alterações na 
superfície da membrana, induzidas pela incorporação do conteúdo das vesículas secretoras, 
que permitem ao neutrófilo estabelecer um contacto firme com o endotélio activado. 
(Azevedo et al, 1999; Segal et al, 2005; Selvatici et al., 2006) 
A exocitose de cada um dos tipos grânulos segue uma hierarquia, sendo em primeiro lugar 
libertado o conteúdo das vesículas secretoras seguindo-se o conteúdo dos grânulos pela 
seguinte ordem: grânulos gelatinase, grânulos específicos e grânulos azurófilos (Selvatici et al., 
2006). É a mobilização controlada destes organitos citoplasmáticos que permite a 
transformação dos neutrófilos de um estado passivo, em que circulam livremente nos vasos, 
para uma célula “activa” do sistema imune inato. (Azevedo et al, 1999; Segal et al, 2005; 
Selvatici et al., 2006) 
 
2.1.2. Monócitos 
O sistema mononuclear fagocítico consiste em monócitos em circulação no sangue e 
macrófagos nos tecidos (Figura 7). Os monócitos podem circular no sangue por um período de 
8 horas durante as quais aumentam de tamanho. Posteriormente migram para os tecidos onde 
se diferenciam em macrófagos ou em células dendríticas. A diferenciação de monócitos em 
células dendriticas envolve vários passos. A célula aumenta 5 a 10 vezes de tamanho, os 
organitos aumentam em tamanho e complexidade, adquire a capacidade de fagocitar, 
produzindo um elevado número de enzimas hidrolíticos e inicia a secreção de factores 
solúveis. (Kuby et al, 2003) 
 
Figura 7 - Morfologia típica de um monocito representado à esquerda e de um macrofago, 
representado à direita (adaptado de Kuby et al, 2003). 
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2.2. Fagocitose 
A fagocitose é o processo pelo qual as células fagocíticas eliminam o agente invasor e constitui 
um dos principais mecanismos de suporte da imunidade inata. Como já foi referido, os 
neutrófilos, monócitos e macrófagos constituem os principais tipos de células fagocíticas. 
(Arosa et al, 2007) 
As células fagocíticas são capazes de ingerir e digerir antigénios exógenos, como seja um 
microrganismo inteiro uma partícula insolúvel, ou matéria endógena, como sejam células 
mortas. No primeiro passo da fagocitose, os fagócitos são atraídos por uma variedade de 
substâncias produzidas pela resposta do sistema imune, sendo este processo designado por 
quimiotáxia. No passo seguinte dá-se a adesão do antigénio à célula fagocítica. Enquanto os 
complexos antigénios, como sejam, células bacterianas ou partículas virais aderem bem e são 
rapidamente fagocitadas, as proteínas ou bactérias encapsuladas aderem fracamente e não 
são tão facilmente fagocitadas. Este processo induz a formação de pseudópodos que conduz à 
internalização do material e a estrutura resultante, a que se dá o nome de fagossoma, entra 
depois na célula, por um processo de endocitose. O fagossoma move-se no interior da célula 
dando-se a posterior fusão com o lisossoma formando o fagolisossoma. O lisossoma contem 
enzimas digestivos e uma variedade de proteínas hidrolíticas que digerem o material ingerido. 
Este material é posteriormente eliminado por um processo de exocitose. Todo este processo 
encontra-se sistematizado na figura 8 (Kuby et al, 2003). 
Em seguida analisar-se-á com mais detalhe as várias fases da fagocitose. 
 
 
Figura 8 – Ingestão e morte dos microrganismos invasores durante a fagocitose (adaptado de Kuby et 
al, 2003) 
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2.2.1. Migração, extravasão e reconhecimento 
As células fagocíticas são dotadas de movimentos amebóides que lhes permitem migrar para 
fora dos vasos (diapedese) facilitada por moléculas de adesão que existem tanto nas células 
fagocíticas como nas células do revestimento endotelial dos vasos. Estas células de adesão são 
induzidas por factores gerados no foco da inflamação, para as quais são atraídas por estímulos 
químicos de atracção desencadeados pelas quimiotaxinas (factores quimiotáticos). (Arosa et 
al, 2007) 
A primeira fase da fagocitose consiste no reconhecimento do agente patogénico como 
estranho ao organismo pelas células fagocíticas que conseguem reconhecer agentes invasores 
opsonizados e não-opsonizados. A opsonização consiste na ligação de opsoninas como, por 
exemplo anticorpos (e.g., IgG) ou de fracções do complemento (e.g., C3b) ao agente invasor. 
Este processo facilita o encontro da célula fagocítica com o agente invasor, pois esta expressa 
receptores tanto para os anticorpos (e.g., Fc) como para as fracções do complemento (e.g., 
CR1) (Kuby, 2003; Lee et al., 2003; Mira, 2004a) 
As células fagocíticas têm, também, receptores que reconhecem directamente organismos 
invasores e células desvitalizadas. Por exemplo, os receptores de manose dos macrófagos 
ligam-se às oses (nomeadamente manose e frutose) da superfície dos microrganismos e das 
células envelhecidas ou em vias de destruição, promovendo a sua fagocitose. (Arosa et al, 
2007) Este sistema de reconhecimento do patogéneo inclui diversas moléculas de 
reconhecimento padrão (PRMs, do inglês pattern-recognition molecules) conservadas 
evolutivamente. Os PRMs são proteínas de membrana do fagócito que reconhecem padrões 
moleculares associados ao patogéneo (do inglês PAMP, pathogen-associated molecular 
pattern). A interacção PRMs/PAMP leva a um sinal membranar que promove uma cascata de 
transdução de sinal que resulta na activação do fagócito (Madigan and Martinko, 2006). 
Os primeiros PRMs identificados foram em Drosophila melanogaster (mosca da fruta) e 
desginaram-se receptores Toll. Cada receptor do tipo Toll (TLR, do inglês Toll-like receptor) nos 
fagócitos humanos reconhece um PAMP específico. Por exemplo o TLR4 reconhece os 
lipopolissacaridos (LPS) presentes nas paredes celulares das bactérias gram-negativas, 
induzindo uma imunidade para todos os patogéneos gram-negativos. Outros TLRs reconhecem 
outros PAMP como sejam componentes da superfecie celular de leveduras, peptidoglicanos, 
oligonucleotidos CpG não metilados em bactérias e peptidoglicanos bacterianos (Madigan and 
Martinko, 2006) 
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2.2.2. Activação das células fagociticas 
A activação in vivo dos neutrófilos está associada a receptores de membrana associados à 
proteína G. Quando se liga ao seu receptor, a proteína G fica activada e fosforila o GDP a GTP. 
Este, por sua vez, activa a fosfolipase C (PLC), que cliva o fosfatidilinositol 4,5-bifosfato (PIP2) a  
1,4,5-trifosfato de inositol (IP3) e diacilglicerol (DAG), dois potentes mensageiros celulares. O 
IP3 conduz à abertura de canais de cálcio, aumentando a sua concentração intracelular, e o 
DAG activa a proteína cinase C (PKC), a qual fosforila outras proteínas, nomeadamente alguns 
constituintes do NADPH oxidase, enzima responsável pela produção de espécies reactivas de 
oxigénio (ERO), que conduzem à morte dos microrganismos invasores. (Weyden et al., 2000; 
Nelson e Cox, 2005; Selvatici et al, 2005) 
 
O acetato miristato de forbol (PMA) é utilizado in vitro na activação dos neutrófilos. O PMA é 
um composto sintético inespecífico, promotor de tumores, que actua mimetizando o DAG, 
resultando na activação do PKC que vai activar o NADPH oxidase. O PMA não é rapidamente 
metabolizado o que provoca uma activação do PKC continuada (Nelson and Cox, 2000)  (Figura 
9). O PMA induz alterações nos neutrófilos que se assemelham àquelas que ocorrem durante a 
fagocitose de bactérias e outros microrganismos, levando à formação de vacúolos fagocíticos, 
para os quais são libertados os conteúdos dos grânulos (Repine et al., 1974). 
A activação dos neutrófilos leva à translocação dos componentes citosólicos do complexo 
NADPH oxidase para a membrana (figura 9) e o enzima activo reduz o oxigénio molecular 
(Morena et al, 2002).  
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Figura 9: Burst respiratório dos fagócitos: Translocação e assembly do componentes citosólicos do sistema 
enzimático do NaDPH oxidase (p47
phox
, p67
phox
, p
21rac
) com o flavocitocromo associado à membrana e, os múltiplos 
passos de fosforilação do p47
phox
 leva à activação do NADPH oxidase que por sua vez leva à redução do oxigénio 
molecular a anião superóxido. (adaptado de Morena et al, 2002) 
 
A exposição dos neutrófilos a estímulos, como o PMA, leva ao burst respiratório em que o 
oxigénio é reduzido a superoxido, sendo este posteriormente convertido em ácido hipocloroso 
pelo mieloperoxidase. (Dypbukt et al, 2005) 
 
2.3. Mediadores de acção microbicida produzidos pelas células fagociticas 
Os microrganismos fagocitados são destruídos (mortos) através duma série de mediadores 
(quadro 4), produzidos pelos fagócitos activados, muitos dos quais são espécies reactivas de 
oxigénio e de azoto (Kuby et al, 2003). 
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Quadro 4 – Mediadores da actividade microbicida e citotóxica dos neutrófilos e macrófagos (Kuby et al)  
Dependente do oxigénio Independente do oxigénio 
Espécies Reactivas de oxigénio Defensinas 
O2
•− (anião superóxido) TNFα (Tumor Necrosis Factor α) 
OH. (radical hidroxilo) (apenas nos macrofagos) 
H2O2 (peróxido de hidrogénio) Lisozima 
ClO- (anião hipoclorido) Enzimas hidroliticos 
Espécies Reactivas de Azoto  
NO (oxido nítrico)  
HNO2 (ácido nitroso)  
Outras  
NH2Cl (monocloroamina)  
 
 
2.3.1. Mediadores produzidos dependentes do oxigénio 
As células fagóciticas produzem espécies reactivas de oxigénio (ERO) e de azoto (ERN), 
algumas das quais têm uma potente actividade microbicida (Kuby et al, 2003). Estes oxidantes 
são gerados em reacções catalisadas pelos enzimas NADPH oxidase, óxido nítrico sintase e 
mieloperoxidase (Figura 10). 
 
 
Figura 10: Acção dos enzimas fagocíticos na geração de espécies reactivas de oxigénio (adaptado de 
Madigan e Martinko, 2006) 
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NADPH oxidase 
O NADPH oxidase (EC 1.6.99.3) é um enzima de membrana encontrado nos neutrófilos, 
eosinófilos e fagócitos mononucleares que catalisa a reacção de formação de O2
•− a partir de 
oxigénio e NADPH (Nauseef, 2002; Babior, 2000; Segal, 2005; Halliwell, 2006, Mira, 2004). 
O2 + NADPH → O2
•− + NADP + H+   
O respiratory burst que se verifica nos fagócitos é gerado por um complexo multi-enzimático 
cujos constituintes estão ou na membrana da célula ou no citosol. Na membrana encontra-se o 
citocromo b558, uma flavo-hemoproteína constituída por 2 subunidades fortemente associadas, 
as proteínas gp91phox e p22phox. No citosol encontram-se as proteínas p47phox,p67phox e p40phox 
(Nauseef, 2002; Segal, 2005; Nauseef, 2007) e pequenas GTPase(s) Rac1 e Rac 2 (Nauseef, 
2002). Existem, ainda, outras proteínas no citosol provavelmente com funções regulatórias 
(Nauseef, 2007).  
Após estimulação, dá-se a fosforilação do p47phox, que leva à sua alteração conformacional e 
subsequente translocação para a membrana e associação ao citocromo b558. Este complexo 
transfere electrões do NADPH citosólico, sequencialmente através de dois hemos ao longo da 
membrana, para o aceitador final, o oxigénio, levando à geração do anião superóxido (Figura 
11).  
 
Figura 11: Activação do NADPH oxidase. Numa situação de não activação os componenetes estão 
separados espacialemente entre a membrana e o citosol. Na membrana encontra-se o flavocitocromo 
b558, constituído pelo gp91
phox
 e p22
phox
. No citosol estão as proteínas p47
phox
, p67
phox
, p40
phox
 e Rac2 (da 
família das GTPases) que está ligado ao inibidor da dissociação do GDP, o RhoGDI. Após estimulação o 
p47
phox
 sofre uma fosforilação em múltiplos resíduos serina e é translocado juntamente com o p67
phox
 e 
p40
phox
 para a membrana onde o RAC2 leva à passagem de GDP a GTP. Há translocação do RAC 2 
prenilado para a membrana independente das translocação das proteínas phox. Em seguida dá-se a 
transferência de electrões do NADPH citosólico através dos grupos hémicos do gp91 levando à formação 
do anião superóxido (adaptado de Nauseef, 2007). 
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O O2
•− é um radical pouco reactivo que dismuta espontaneamente ou catalisado pelo enzima 
superóxido dismutase (SOD) originando H2O2. Porém, quando formado intracelularmente nas 
bactérias exerce o seu efeito tóxico por inactivação de enzimas que contêm clusters [Fe-S]. 
Simultaneamente, o Fe2+ é libertado e reage com H2O2 formando, através da reacção de 
Fenton, HO•, um radical com maior poder oxidante (Halliwell, 2006).  
  Fe2+  +  H2O2  →  Fe
3+  +  HO−  +  HO•  
O HO•, ao contrário do O2
•−, reage facilmente com a maior parte das moléculas (Arosa et al, 
2007).  
O H2O2 produzido é, também, utilizado como co-substrato de peroxidades como a 
mieloperoxidase (MPO), presente nos neutrófilos e monócitos, e a eosinofilo peroxiade nos 
eosinófilos (Nauseef, 2002).  
 
Mieloperoxidase 
A mieloperoxidase (EC 1.11.1.7) é uma proteína hemica composta por 2 hetero-dímeros 
idênticos e cada heterodímero é formado por modificação pós-traducional de um polipeptido 
percursor (Babior, 2000; Segal, 2005). Este enzima constitui 5% das proteínas totais do 
neutrófilo e está presente em elevadas concentrações no citoplasma dos grânulos (constitui 
cerca de 25% das proteínas do grânulo) e encontra-se em concentrações próximas dos 100 
mg/mL (1mM) no vacuolo (Segal, 2005). 
Da fusão do lisossoma com o fagossoma dá-se a activação do mieloperoxidase que, na 
presença de halogenetos (e.g., Cl− e Br−), promove a formação de ácidos hipoalosos (Kuby et 
al, 2003; Madigan and Martinko, 2006; Arosa et al, 2007). 
Da reacção do H2O2 com o Cl
− ocorre a formação de ácido hipocloroso (HOCl), um oxidante 
forte com uma actividade microbicida potente mas que, também, pode lesar os tecidos 
circundantes contribuindo para os processos inflamatórios (Babior, 2000, Mira 2004).  
  Cl−  +  H2O2 →  HOCl  +  H2O 
O HOCl é um potente agente oxidante (agente activo da lixívia) que é consumido rapidamente, 
dado que oxida aminas, tióis, ácidos nucleicos, proteínas e outra biomoléculas. Uma porção 
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substancial do HOCl produzido reage para formar cloroaminas (R-NCl), um agente oxidante 
menos potente mas com um tempo de semi-vida maior. 
 
Óxido nítrico sintase 
Quando os macrófagos são activados por componentes da parede celular das bactérias (e.g, o 
LPS) em conjunto com uma citocina derivada das células T, o interferão-gama (IFN-γ, do inglês 
interferon-gamma) começam-se a produzir concentrações elevadas de óxido nítrico sintase 
(NOS, do inglês nitric oxido synthase) (EC 1.14.13.39). Este enzima, que catalisa a formação de 
•NO, é um enzima complexo contendo FAD, FMN, hemo e biopterina existindo em duas 
formas: a indutivel (forma produzida pelos fagócitos quando estimulados) e a constitutiva. A 
forma constitutiva tem uma actividade baixa produzindo •NO em pequena quantidade que vai 
actuar como molécula sinalizadora, desempenhando um papel fundamental no endotélio 
vascular e no sistema nervoso central. A forma induzível é um enzima com actividade catalítica 
elevada (produz •NO em concentrações elevadas) e é sintetizado, tal como já foi referido, pelas 
células fagocíticas quando são activadas, nomeadamente quando são expostas a citocinas e/ou 
LPS (Hampton, 1998; Babior, 2000; Mira, 2004). 
O óxido nítrico forma complexos com hemos, inactiva centros ferro/enxofre, dá origem a 
nitrosotióis e pode reagir com o superóxido para formar peroxinitrito (ONOO0) (Hampton, 
1998; Babior, 2000; Mira, 2004). 
O oxido nítrico sintase catalisa a produção de óxido nítrico (•NO) a partir de arginina, oxigénio 
e NADPH.  
arginina  +  O2  +  NADPH  →  
•NO  +  citrulina  +  NADP + 
O •NO é uma espécie reactiva de azoto a partir da qual se podem formar outras com maior 
toxicidade como, por exemplo, o peroxinitrito (ONOO−) que resulta da reacção com o anião 
superóxido (Kuby et al, 2003). 
 
2.3.2. Mediadores produzidos independente do oxigénio 
Os macrófagos activos também produzem lisozima e uma variedade de enzimas hidroliticas 
que tem actividade degradativa sem necessitarem de oxigénio. Têm ainda a capacidade de 
produzir um grupo de péptidos citotóxicos e microbicidas designados por defensinas. Estas 
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moléculas são péptidos catiónicos ricos em cisteína, já tendo sido demonstrado que estas 
substâncias têm a capacidade de formar canais permeáveis a iões nas bactérias. (Arosa et al, 
2007) 
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3. NF-kB 
O factor de transcrição NF-kB tem um papel importante na coordenação da imunidade inata e 
adaptativa, proliferação celular, apoptose e desenvolvimento (Piette et al, 2006). 
 
3.1. Papel do factor de transcrição NF-kB 
O factor nuclear kB (do inglês nuclear factor kB - NF-kB) é uma família de factores de 
transcrição que têm um papel importante nas respostas inflamatórias e nas reacções 
imunológicas (Beinke e Ley, 2004; Nishikori, 2005). Este factor foi inicialmente descoberto 
como factor de transcrição nas células B e desde a sua descoberta em, 1986, o seu papel na 
resposta inflamatória, nas reacções imunes e na tumorogénese tem sido extensivamente 
estudado (Liang et al, 2004; Nishikori, 2005). 
A desregulação do NF-kB pode levar a uma produção constitutiva exacerbada de citocinas pró-
inflamatórias, situação que está associada a um largo número de doenças inflamatórias 
crónicas, como é o caso da doença de Crohn. O NF-kB também tem um papel importante na 
regulação da expressão de factores anti-apoptóticos (por exemplo c-IAP-1/2, Bcl-2 e cl-XL) e no 
regulador de ciclo celular ciclina D1, que levam à sobrevivência celular e proliferação celular, 
respectivamente. Consequentemente, o NF-kB está implicado na transformação celular e a 
persistente activação deste factor explica a ligação entre as inflamações crónicas e alguns tipos 
de cancro (Beinke e Ley, 2004). 
A activação da família dos NF-kB/Rel por translocação para núcleo dos complexos 
citoplasmáticos, tem um papel importante na inflamção pela capacidadde de induzir a 
transcrição de genes pró-inflamatórios (Tak e Firestein, 2001). 
 
3.2. Caracterização do NF-kB e IkB 
O NF-kB é composto por complexos homo e hetero-diméricos de polipéptidos, cujas 
subunidades contêm domínios com uma homologia estrutural com a oncoproteína retroviral v-
Rel, resultando na sua classificação como proteínas NF-κB/proteínas Rel. As subunidades do 
NF-κB partilham uma região N-terminal, denominada de domínio de homologia Rel (RHD, do 
inglês Rel Homology Domain), que é responsável pela ligação ao DNA, localização nuclear e 
dimerização das sub-unidades (Roshak e tal, 2002; Beinke e Ley, 2004). 
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Nas células dos mamíferos a família do NF-kB/Rel apresenta 5 membros: RelA (p65), c-Rel, 
RelB, NF-kB1 (p50; p105) e NF-kB2 (p52;p100). Numa situação de não estimulação estas 
proteínas encontram-se no citoplasma complexadas com proteínas inibitórias IkB (do inglês 
inhibitors of NF-kB – IkB). Fazem parte deste grupo de proteínas IkB, as IkB clássicas (IkBα, 
IkBβ, IkBγ) e a invulgar Bcl-3 (Liang et al, 2004; Beinke e Ley, 2004; Nishikori, 2005). A forma 
activa mais prevalente do NF-kB é o heterodímero formado pelas subunidade p50 ou p52 e a 
subunidade p65, que contem o domínio de transactivação necessário para a indução de genes 
(Tak e Firestein, 2001). Em resposta a um estímulo com agonistas, os IkB são proteoliticamente 
degradados pelo proteossoma, libertando os dímeros do NF-kB que se translocam para o 
núcleo onde regulam a transcrição de vários genes, como se pode ver de um modo genério na 
figura 12. A actividade de determinados NF-kB é também regulada por fosforilações sendo um 
nível adicional de controlo da activação do NF-kB (Beinke e Ley, 2004; Nishikori, 2005). 
 
Figura 12: Modelo genérico da activação do NF-kB. Vários estímulos induzem a fosforilação e 
subsequente poli-ubiquitinação do IkB, que os marca para degradação pelo subunidade 26S do 
proteossoma. Os dímeros NF-kB são libertados e translocados para o núcleo, onde se ligam às regioões 
promotoras e modulam a expressão de genes. (adaptado de Beiken e Ley, 2004) 
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A família de proteínas IkB compreende uma família de proteínas estruturalmente relacionadas 
que possuem múltiplas repetições de aniquirina que interagem com os sinais de localização 
nuclear do RHD prevenindo a translocação das subunidades Rel. 
 
3.3. Activação do NF-kB 
A activação do NF-kB é regulada por sinais que degradam as proteínas IkB. Na via clássica as 
proteínas IkB são fosforiladas por cinases do IkB (IKK) em locais específicos equivalente Ser32 e 
Ser36 na IkBα. A fosforilação leva à poli-ubiquitinação em locais equivalentes da Lys21 e Lys22 
do IkBα e degradação pelo proteossoma 26S, libertando os dímeros do NF-kB. O complexo IKK 
é composto pelas subunidades cataliticas IKKα e IKKβ e pela subunidade reguladora IKKγ, 
também, designada por modulador essencial do NF-kB (NEMO, do inglês NF-kB essencial 
modurator) (Liang et al, 2004; Beinke e Ley, 2004; Nishikori, 2005). O IKKα e o IKKβ são 52% 
idênticos e podem formar homodímeros ou heterodímeros. Contudo o IKKα e o IKKβ 
cooperam para a fosforilação do IkB, sendo diferente o sinal que medeiam. Na via alternativa 
uma cinase indutivel do NF-kB (NIK, do inglês NF-kB inducing kinase-) activa o homodímero 
IKKα sendo tanto o IKKβ como o IKKγ dispensáveis para esta via. Nesta via alternativa, o NF-
kB2/p100 é fosforilado em dois locais do C-terminal pelo homodímro IKKα e ubiqitinada. Esta 
modificação marca o C-terminal para degradação no proteossoma, produzindo p52 (Nishikori, 
2005). (figura 13) 
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Figura 13: Vias clássica e alternativa de activação do NF-kB. A ligação do TNFR1, IL-1/TLR, TCR e BCR 
induz a fosforilação do IkBα dependente do IKK, que induz a ubiquitinação e degradação das proteínas 
inibitórias, levando à migração do NF-kB e transactivação de genes inflamatórios (via clássica). Após a 
ligação do LTβR, BAFR ou CD40 ou infecção por HLV ou EBV, a via alternativa é induzida. Isto aumenta a 
cinase idutível (NIK) e  o processamento proteolítico do p100 a p52, que se liga ao DNA e estimula genes 
implicados nos órgãos linfóides e proteínas de homeostasia. (adapatado Pietta et al, 2006) 
 
A via do Nf-kB pode ser induzida por um elevado número de sinais extracelulares implicados 
na resposta da imunidade inata e adaptativa e regulação da apoptose. Há estudos que revelam 
que as duas vias não estão totalmente separadas (Uwe, 2007). 
Como já foi referido a imunidade inata é a primeira linha de defesa do organismo contra a 
mircorganismos invasores e é da interação do TLRs com produtos microbianos que se dá a 
activação de vias de transdução de sinal, sendo a via do NF-kB é uma das melhores 
caracterizadas. Os TLRs foram identificados inicialmente na Drosophila e os seus homólogos 
nos mamíferos foram posteriormente descobertos um atrás do outro, como seja o TLR4, TLR2, 
TLR9, TLR5, entre outros (Liang et al, 2004). Os membros da família do TLR representam a 
primeira linha de defesa do organismo reconhecendo padrões moleculares associados a 
patogénios incluindo o LPS, lipoproteínas, peptidoglicano dsRNA, DNA não metilado com 
motivos CpG. Os receptores dos TLR e IL-1 desencadeiam uma via sinalização similar utilizando 
moléculas coomo IRAK ou MyD88 (Liou, 2002). 
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Os membros da família dos TLR são proteínas transmembranares que contêm um domínio rico 
em leucinas, na sua parte extracelular, similar a outras proteínas conservadas de 
reconhecimento do sistema inato. Contém ainda um domínio intracelular homólogo do 
domínio de sinalização do receptor do IL-1 (IL-1R) e a activação dos TLR resulta na activação do 
NF-kB (Faure et al, 2000; Akira et al, 2003). A estimulação do TLR pelos seus ligandos leva ao 
recrutamente de uma proteína adaptadora, MyD88 para o complexo. Esta associação é 
mediada pela cinase associada ao receptor do IL-1 (IRAK, do inglês IL-1R-associated kinase) 
com interacção dos respectivos domínios de morte de cada molécula. Segue-se uma auto-
fosforilação do IRAK que se dissocia do complexo e interactua com o TRAF-6 (do inglês tumour 
necrosis factor receptor associated factor 6). A partir do TRAF-6 duas vias de sinalização são 
possíveis: uma que leva a activação do NF-kB e outra que leva activação de uma proteína 
cinase (figura 14) (Akira et al, 2003; Fitzgerald et al, 2003). A activação do NF-kB dá-se via IkB-
cinase. A maioria dos TLRs parecem estar dependentes da proteína MyD88 para a sua 
activação, no entanto os TLR3 e TLR4 são os únicos que podem ser activados por uma via 
dependente ou indenpendentes do MyD88 (Fitzgerald et al, 2003). 
 
Figura 14: Ligandos que são reconhecidos pelo família dos TLR. A resposta de todos os ligandos 
(excepto para dsRNA) é dependente do MyD88 para o ensaio de produção de citocinas inflamatórias. 
MyD88 parece não estar envolvido no sinal do TLR3 dependente de ds-RNA (adaptado de Akira et al, 
2003) 
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Dos vários TLR descritos, o TLR4 é um dos mais conhecidos sendo que o seu sinal é 
despoletado pela interacção com o LPS (componente celular maioritário das bactérias Gram-) 
(Ogawa et al, 2007). O reconhecimento do LPS pelo TLR4 necessita de uma molécula acessória, 
MD-2 (Akira et al, 2003). 
O LPS activa o sistema inato do hospedeiro, por estimulação de células fagocíticas 
(monócitos/macrófagos e neutrófilos), a produzir citocinas ( IL-1, IL-6 e TNF-α). Como já foi 
referido, após a ligação da região do TLR-4 ao LPS, a região citoplasmática do TLR-4 recruta o 
MyD88 que liga o TLR-4 ao IRAK e, o TRAF6 medeia a activação do NF-kB. O CD14, expresso na 
superfície da membrana de monocitos/macrofagos e neutrófilos também tem um papel activo 
neste processo.  
Pietta et al no seu trabalho refere que a indução por LPS, com a consequente activação do NF-
kB, é mediada directamente pela interacção do TLR4 com a NAPH oxidase 4 (Nox4), uma 
proteína relacionada com NADPH oxidase 2 (Nox2) das células fagociticas, mas apenas 
confirmado parcialmente na linha celular monocitica U937, sugerindo que existe uma outra 
Nox que possa estar envolvida no processo (figura 15) (Pietta et al, 2006). No entanto este tipo 
de activação não foi totalmente confirmado. 
 
Figura 15: A activação do NF-kB pelo TLR5 necessita de Nox4 dependente da formação de ROS. O LPS 
induz a geração de ROS e a activação do NF-kB é mediado em parte pela interacção do TLR4 com Nox4. 
A possibilidade de outra Nox estar envolvida está indicada. (Pietta et al, 2006) 
 
3.4. Genes Alvos 
NF-kB regula a expressão de uma variedade de genes que têm um papel importante na 
resposta inata da inflamação. Os genes alvos do NF-kB incluem citocinas, moléculas de adesão, 
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quimiocinas, proteínas de fase aguda e enzimas indutíveis. (Liou, 2002; Liang et al, 2004) Para 
além dos genes envolvidos na inflamação, o NF-kB tem ainda como alvos muitos genes que 
facilitam a progressão tumoral, imortalidade celular, sobrevivência celular, angiogenese 
proliferação, promoção tumoral e metastisação (Nishikori, 2005). 
Quadro 5: Genes Regulados pelo NF-kB (adaptado de Liang et al, 2004) 
Genes Envolvidos na resposta imuno inata 
Citocinas IL-1, IL-2, IL-6, IL-12, , TNF-α, GM-CSF 
Moléculas de Adesão VCAM, ICAN 
Quimiocinas IL-8 
Proteínas de Fase Aguda SAA 
Enzimas indutiveis  iNOS, COX-2 
IL (interleucina), GM-CSF (factor estimulador de colónias de granulócitos-macrófagos), ICAM (moléculas 
de adesão intercelular), VCAM (moléculas de adesão das células vasculares), iNOS (óxido nítrico sintase 
induzível), COX-2 (ciclooxigenase-2). 
 
3.5. Efeitos Lesivos 
Como já foi referido anteriormente, o NF-κB tem um papel essencial no organismo, 
nomeadamente no bom funcionamento do sistema imunitário. No entanto, uma regulação 
inapropriada da actividade deste factor de transcrição tem sido implicada em diversas doenças 
inflamatórias podendo levar mesmo ao desenvolvimento de cancro. (Baldwin et al, 2006; 
Uwe,2007; Pereira e Oakley, 2008)  
Foi demonstrado que o NF-kB está envolvido na regulação transcricional de mais de 150 genes 
com significante demonstração das suas propriedades anti-inflamtórias. Isto, sugere que a 
deficiência em NF-kB ou a sua inibição in vivo leva à redução da resposta inflamatória. (Uwe, 
2007) 
O NF-κB está altamente activado nos locais de inflamação de diversas doenças, como na artrite 
reumatóide, osteoartrite, doença inflamatória intestinal, esclerose múltipla, aterosclerose e 
asma. Nestas doenças verifica-se, também, um aumento do recrutamento de células 
inflamatórias e da produção de mediadores pró-inflamatórios, como a IL-1, IL-6, IL-8 e TNF-α, 
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todos eles regulados pelo NF-κB, o que a longo prazo leva à lesão dos tecidos (Tak and 
Firestein, 2001) 
O NF-κB também está implicado no desenvolvimento de cancro, pois vários estudos 
demonstraram que este está constitutivamente activo nas células cancerígenas, 
independentemente da presença de estímulo. O NF-κB é activado por diversos carcinogénios, 
tais como o 7,12-dimetilbenz(a)antraceno (DMBA) e fumo do cigarro e por alguns promotores 
tumorais como o PMA. Para além disto, o NF-κB está implicado em diferentes fases do 
processo de desenvolvimento tumoral devido aos genes que regula, nomeadamente no 
crescimento e proliferação descontrolados das células, na evasão à apoptose, na angiogénese, 
invasão e metastização (Bassères and Baldwin, 2006; Kim et al., 2006). 
 
3.6. Bloqueadores 
Tendo em conta a importância do NF-κB no desenvolvimento de doenças inflamatórias e de 
cancro, este factor de transcrição é um alvo da terapia anti-inflamatória e anti-cancerosa (Kim 
et al., 2006; Roman-Blas and Jimenez, 2006; Uwe, 2008).  
Os inibidores do NF-κB podem ser divididos em agentes que actuam na sinalização do NF-κB a 
vários níveis, nomeadamente acima do IKK (ex.: a nível de um receptor), directamente no 
complexo IKK ou na fosforilação da IκB, na ubiquitinação ou degradação proteossomal do IκB, 
na translocação nuclear do NF-κB, na ligação do NF-κB ao DNA e na transactivação génica do 
NF-κB (Roman-Blas and Jimenez, 2006; Uwe, 2008).  
Existem vários compostos que demonstraram inibir a actividade do NF-κB, embora o seu modo 
de acção não seja bem claro. Os mais vulgarmente usados são os anti-inflamatórios não 
esteróides (e.g., aspirina, ibuprofeno) e os glucocorticóides (e.g., dexametasona e prednisona). 
Da mesma forma, alguns agentes anti-cancerosos (e.g., ciclosporina A), também, 
demonstraram inibir o NF-κB, os quais podem estar envolvidos na diminuição da actividade 
proliferativa, anti-apoptótica ou inflamatória do NF-κB. Os antioxidantes (ex.: vitamina C e E) 
também poderão prevenir a activação do NF-κB captando as ROS. (Kim et al., 2006; Roman-
Blas and Jimenez, 2006; Uwe, 2008).  
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Figura 16: Representação esquemática da via clássica e alternativa de activação do NF-kB e os 
possíveis locais de inibição (adaptado de Uwe, 2008) 
 
Muitos dos inibidores aqui referidos não são específicos para o NF-κB e possuem vários efeitos 
secundários. Assim, é necessário encontrar compostos alternativos que sejam mais específicos 
na inibição do NF-κB, de forma a diminuir os efeitos secundários. 
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4. Células THP-1 
As células THP-1 constituem uma linha celular, isolada por Tsuchiya et al (ano), a partir de um 
rapaz que sofria de leucemia monocítica aguda. Esta linha celular apresenta a vantagem de 
manter muitas características dos monócitos humanos como, por exemplo, a sua morfologia, 
os produtos secretados, a expressão de oncogenes e a expressão de genes envolvidos no 
metabolismo de lípidos. Ao conjunto dos macrófagos e monócitos pode atribuir-se a 
designação de sistema fagocitico monocluear. E pode, ser designado um sistema por 
partilharem a mesma origem, morfologia similar e funções, o que inclui a rápida fagocitose. 
(Quadro 6) (Auwerx, 1991)  
 
Quadro 6: Funções de fagócitos mononucleares humanos (adapatado de Auwerx, 1991) 
Actividade Microbiana 
Quimiotaxia 
Fagocitose 
Pinocitose 
Apresentação de Antigénios 
Secreção:  
 - Especies Reactivas de Oxigénio 
 - Hormonas esteroides 
 - Componentes do complemento 
 - Factores de coagulação e outras enzimas 
 - proteínas da matriz extracelular 
 - lípidos bioactivos 
Burst Respiratório 
Modelar funções em diversos tecidos 
 
Muitos estudos estão limitados pelas quantidades reduzidas de monocitos/macrofagos 
humanos sendo que o recurso a linhas celulares, como por exemplo THP-1, apresenta-se como 
vantagem. Pode-se ainda considerar uma vantagem adicional em relação aos monocitos 
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humamos, a homogeneidade da população de uma linha celular. E, as 3 principais citocinas 
que promovem a acção deste sistema são γ-IFN, GM-CSF (do inglês granulocyte-macrophage 
colony stmulating factor) e TNF. Mas é também de salientar  que sob a influência de éster de 
forbol, PMA, as células THP-1 param a proliferação celular e diferenciam-se em células do tipo 
macrofagos. (Auwerx, 1991) 
A diferenciação dos percursores mieloides em células fagociticas está associada à aquisição de 
capacidade fagocitica e microbiana, sendo que a membrana celular tem um papel primordial 
no despoletar destas acções, pelo que a linha celular THP-1 apresenta-se como um bom 
modelo. (Auwerx, 1991) 
 
Quadro 7: Antigénios e recpetores identificados na linha celular THP-1 (adapatado de Auwerx, 1991) 
CD4 Receptor TNF 
CD30 Receptor C3b 
Factor-X-receptor (MAC I) LFA-I 
Factor-Xa-receptor Receptor fibronectina 
FcRI Leu-M1 
FcRII Leu M2 
Receptor GM-CSF Leu M3 
Receptor HDl Antigénios HLA-DR 
Receptor LDL Receptores scavenger 
 
É referido por Feure et al que as céluas THP-1 expressam 5 TLRs: TLR1, TLR2, TLR4, TLR5. 
(Faure et al, 2000) 
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O objectivo principal deste estudo foi estudar as propriedades anti-inflamatórias de 
flavonóides. A pesquisa de compostos naturais com propriedades anti-inflamatórias prende-se 
com o facto de alguns fármacos comercializados apresentarem diversos efeitos adversos. Por 
esta razão tem havido uma crescente procura de alternativas com especial incidência nos 
compostos de origem natural como os flavonóides, os quais são atribuídas, desde há muito 
tempo propriedades anti-inflamatórias. 
Na primeira fase do estudo pretende-se avaliar a actividade anti-oxidante dos flavonóides em 
relação ao HOCL produzido por neutrófilos activados ex-vivo por PMA. Em vista a atingir este 
objectivo foram realizados dois ensaio que pretendiam: 
• Avaliar a eficiência relativa para reagir com ácido hipocloroso (HOCl) através de um 
ensaio de competição: coloração da Taurina (TMB) 
• Avaliar a eficiência relativa para reagirem como o HOCl através de um ensaio de 
competição baseado na oxidação da sonda fluorescente 3-aminofenilfluoresceína 
(APF) seguida por espectrofluorimetria e citometria de fluxo 
Numa segunda fase do trabalho pretende-se avaliar o efeito dos flavonóides na activação do 
factor de transcrição NF-kB numa linha celular (THP-1) estimulada por LPS. Mais 
especificamente pretende-se avaliar potenciais propriedade anti-inflamatórias dos 
flavonóides, através das seguintes acções: 
• Activação do factor de transcrição NF-kB através de um ensaio de transfecção da linha 
celular e análise da activação deste. 
• Analise por western blot se a via que está a ser afectada é a via do NF-kB 
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1. Avaliação da captação, por flavonoides, do HOCl produzido por 
neutrófilos activados por PMA 
A actividade antioxidante dos flavonóides em relação à captação de HOCl, produzido por 
neutrófilos isolados a partir de sangue humano e activados ex vivo por PMA, avaliou-se 
recorrendo à cloração da taurina (método espectrofotométrico) e à oxidação da sonda APF, 
que foi seguida por espectrofluorimetria e citometria de fluxo.  
 
1.1. Materiais e Reagentes 
O dextrano, a taurina, a quercetina, o forbol-13-miristato-12-acetato (PMA), a miricetina, o 
sulfato de magnésio (MgSO4), o enzima catalase (EC 1.11.1.6), o dextrano, a quercetina, o 
forbol-13-miristato-12-acetato (PMA), a miricetina, canferol foram adquiridos à Sigma 
Chemical Co. (Madrid, Espanha). A D-glucose, o cloreto de sódio (NaCl), o ácido 
etilenodiaminotetraacético (EDTA), o cloreto de cálcio (CaCl2), o cloreto de amónia (NH4Cl), o 
ácido acético, a N,N-dimetilformamida (DMF) e o acetato de sódio (CH3COONa), o ácido 
etilenodiaminotetraacético (EDTA), o cloreto de cálcio (CaCl2), o cloreto de amónia (NH4Cl) 
foram  adquiridos à Merck (Darmstadt, Alemanha). O iodeto de potássio (KI) foi adquiridos à 
Riedel-de-Haën (Hanover, Alemanha). A 3,3’,5,5’-tetrametilbenzidina (TMB) foi adquirida à 
Aldrich (Steinheim, Alemanha). O cloreto de potássio (KCl) foi adquirido à Fluka (Buchs, Suíça). 
A sonda APF foi adquirida à Invitrogen (Carlsbad, EUA). 
 
1.2. Isolamento de Neutrofilos 
Como referido anteriormente, o número de neutrófilo é bastante superior ao número formado 
pelo conjunto dos eosinófilos e basófilos, pelo que, referir-nos-emos às células isoladas para os 
estudos subsequentes por neutrófilos.  
O método seguido para o isolamento dos neutrófilos foi o descrito por Coelho (2004) com 
algumas alterações. A recolha do sangue foi feita de dadores saudáveis, no Instituto Português 
do Sangue (IPS), para tubos estéreis com K3EDTA (anticoagulante) e foi transportado para o 
laboratório à temperatura ambiente ao abrigo da luz. Durante todo o processo de isolamento 
dos neutrófilos é fundamental que todas as soluções utilizadas estejam à temperatura de 
ambiente, de forma a evitar a agregação plaquetária. O sangue total (2 x 9 mL) foi transferido 
para dois tubos falcon de 15 mL, aos quais se adicionou dextrano a 6 % (em tampão de 
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fosfatos 0,1 M, pH 7,4 com NaCl a 0,9 %) numa proporção de 5:1 (v:v); misturou-se por 
inversão cerca de 10 vezes, muito lentamente, de forma a não lisar os leucócitos, e deixou-se 
repousar durante 90 min ao abrigo da luz. Este passo permite a separação dos constituintes do 
sangue, uma vez que os eritrócitos sedimentam com o dextrano e o plasma contendo as 
plaquetas e os leucócitos ficam no sobrenadante. De seguida, recolheu-se o sobrenadante, 
com muito cuidado para não arrastar eritrócitos, distribuindo-se 2 mL para tubos de plástico 
de fundo redondo de 10 mL; em seguida adicionou-se a todos os tubos NH4Cl a 0,87 % (m/v) 
numa proporção de 1:2 (v:v); misturou-se por inversão cerca de 10 vezes muito lentamente e 
deixou-se repousar durante 5 min ao abrigo da luz. Neste passo os eritrócitos que não foram 
eliminados anteriormente serão lisados. Centrifugou-se esta mistura, a 250 g (1200 rpm numa 
centrífuga ROTOFIX 32 da Hettich) durante 5 min à temperatura ambiente. Esta centrifugação 
permite a separação dos leucócitos das plaquetas que ficam respectivamente no sedimento e 
no sobrenadante. Desprezou-se o sobrenadante e ressuspendeu-se o sedimento em tampão 
de fosfatos Krebs-Ringer (KRpb) a pH 7,4 (NaCl 122 mM, KCl 4,89 mM, MgSO4 1,22 mM e 1 
mg/mL de D-glucose em tampão de fosfatos 16 mM pH 7,4) suplementado com 0,03% (m/v) 
de EDTA e centrifugou-se nas condições descritas anteriormente; procedeu-se do mesmo 
modo mais duas vezes. O EDTA impede a agregação dos neutrófilos com as plaquetas e as 
células mononucleares. Após a última centrifugação, ressuspendeu-se o sedimento de cada 
tubo adicionando um volume de KRpb suplementado com CaCl2 0,6 mM, de modo que o 
volume final do conjunto dos tubos fosse 1,5 mL. Esta solução contendo maioritariamente os 
neutrófilos foi mantida em gelo durante toda a sua manipulação que não deve exceder 
3h30min após o seu isolamento.  
 
1.3. Determinação da viabilidade celular  
Após o isolamento dos neutrófilos avaliou-se o número de células viáveis presentes e 
procedeu-se à sua contagem. A determinação da viabilidade celular foi testada, pelo método 
de exclusão, usando o corante azul de tripano. A reactividade do azul de tripano baseia-se no 
facto do cromóforo que é carregado negativamente não interagir com a célula, a não ser que a 
membrana esteja danificada. Assim, células ou tecidos vivos com membranas celulares 
intactas, não são coradas, enquanto as células não-viáveis apresentam-se coradas de azul 
(Freshney, 1993). 
Materiais e Métodos 
 
40 
 
Iniciou-se o processo diluindo 10x a solução que continha os neutrófilos com KRpb 
suplementado com CaCl2 0,6 mM, e misturou-se na proporção 1:1 (v:v) a solução diluída com o 
azul de tripano a 0,05%. A contagem das células (com 10 µL da solução anterior) foi feita num 
hemocitómetro (câmara de Neubauer, Albert Sass, Alemanha) com uma profundidade de 0,1 
mm e uma área de 0,0025 mm2. Os ensaios de viabilidade foram realizados num microscópio 
óptico (Olympus CK40) e consideraram-se não-viáveis todas as células azuis.  
 
1.4. Cloração Taurina 
A taurina (ácido 2-aminoetanosulfónico) foi descoberta em 1827 Friedrich Tiedemann e 
Leopold Gmelin mas só em 1975 se percebeu a sua importância na nutrição humana. Este 
composto é frequentemente referido como sendo um aminoácido, no entanto contém um 
grupo sulfónico, em vez do grupo caboxílico (Figura 17). Ao contrário dos aminoácidos, a 
taurina não é incorporada nas proteínas, sendo um dos “aminoácidos” livres mais abundante 
no músculo cardíaco e cérebro. A sua síntese faz-se a partir da cisteína e metionina (Birsdall, 
1998). A taurina desempenha um papel importante no metabolismo celular como seja, na 
protecção da membrana, como defesa anti-oxidante, na homeostasia do cálcio e imunidade 
(Cantin, 1994; Schuller-Levis e Park, 2003). 
 
Figura 17: Estrutura da Taurina (Birdsall, 1998) 
 
A detecção do ácido hipocloroso (HOCl) foi realizada recorrendo ao método descrito por 
Dypbukt et a. (2005) com algumas modificações. A taurina reage com o HOCl dando origem a 
uma cloramina estável, a clorotaurina. A formação da clorotaurina foi seguida 
espectrofotometricamente a 655 nm, na presença de 3,3’,5,5’-tetrametilbenzidina (TMB) e do 
catalisador iodeto, originando um cromoforo (R’) que absorve na zona do azul e que é estável 
por um período máximo de 30 minutos (Dypbukt et al, 2005). 
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Figura 18: Esquema reaccional para oxidação da Taurina pelo HOCl e a sua detecção pelo método do 
TMB na presença de KI (adaptado de Dypbukt et al , 2005) 
 
A oxidação do TMB é directamente proporcional à concentração de clorotaurina, pelo que 
quanto maior a concentração de ácido hipocloroso maior a quantidade de clorotaurina 
formada e, consequentemente, maior o valor de absorvência a 655 nm (Dypbukt et al, 2005). 
Na presença de um antioxidante como, por exemplo, um flavonóide este composto competirá 
com a taurina para o HOCl evitando, desta forma, a sua cloração e o aumento da absorvência a 
655 nm.  
Através da construção de uma curva de calibração, com concentrações crescentes de HOCl, é 
possível quantificar o HOCl captado (que reage com o flavonóide) medindo a absorvência do 
cromóforo que reflecte a concentração de clorotaurina formada. A curva de calibração foi 
obtida através da adição de concentrações conhecidas de HOCl (0-78 μM) a uma solução de 
taurina 5 mM, em tampão de fosfatos 10 mM, pH 7,4, contendo NaCl 140 mM e KCl 10 mM, 
para um volume final de 160 µL. A taurina estava presente em excesso no meio reaccional, e 
as concentrações de HOCl foram sempre menores que 100 μM, pelo que se assume que [Cltau] 
≅ [HOCl], e que não se forma diclorotaurina. Deixou-se repousar 5 minutos à temperatura 
ambiente e adicionou-se 40 µL de reagente revelador (na proporção de 1:4 do volume final) de 
forma a detectar a clorotaurina formada. O reagente revelador é composto por TMB 2 mM, 
em tampão acetato 400 mM pH 5.4, contendo 30% de dimetilformamida (DMF) e KI 100 μM. 
Esta solução requer algum cuidado na sua preparação: para um volume final de 100mL, 
dissolve-se o TMB em 30 mL de DMF e, em seguida, adiciona-se 60 mL tampão acetato 400 
mM pH 5,4, muito lentamente e sob agitação e, por fim, o KI em 10 mL de tampão acetato. 
Cinco minutos após a adição do agente revelador, fez-se a leitura de absorvência a 655 nm. 
Os ensaios de inibição da cloração da taurina, pelos flavonóides em estudo, foram efectuados 
em tubos eppendorf de 2 mL que continham: taurina 5 mM, uma concentração celular de 
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2x106 neutrófilos/mL e flavonóide entre 0 e 8,0 µM em KRpb suplementado com CaCl2 0,6 
mM. Em seguida os neutrófilos eram estimulados adicionando PMA (100 ng/mL) para um 
volume final de 250 µL. Os tubos eppendorf eram então submetidos a uma agitação lenta num 
banho de água a 37ºC durante 30 min, para que as células se mantivessem em suspensão e 
arejadas. Parou-se a estimulação com a adição de catalase 20 µg/mL e deixou-se em gelo 
durante 10 min. De seguida centrifugaram-se as amostras a 11000 g (12800 rpm - centrífuga 
MiniSpin da Eppendorf), durante 5 min, para que as células sedimentassem. Para se quantificar 
a clorotaurina formada, retirou-se 160 µL do sobrenadante de cada tubo eppendorf (que 
contém tudo o que foi libertado pelos neutrófilos) que foram colocados em poços de uma 
microplaca e aos quais se adicionaram 40 µL do agente revelador. Foram ainda efectuados 
ensaios controlo em que se observou que durante o ensaio não ocorria oxidação espontânea 
do TMB. 
A quantificação da produção de HOCl pelos neutrófilos fez-se através da curva de calibração 
descrita anteriormente e os resultados calculados em percentagem de cloração da taurina, 
obtida através da equação: 
 Cloração da taurina (%) = x100[Cltau]
[Cltau]F   
[Cltau]F - [Cltau] na presença de flavonóide 
[Cltau] - [ClTau] na ausência de flavonóide 
A percentagem de cloração de taurina foi expressa graficamente em função da concentração 
de flavonóide, permitindo esta representação gráfica calcular o valor de IC50 para cada 
flavonóide, isto é, a concentração de flavonóide responsável por 50% de inibição da cloração 
da taurina. 
 
1.5. Oxidação Sonda Fluorescente APF 
A sonda APF reage selectivamente com ROS com elevada capacidade oxidante, 
nomeadamente com o HO•, o ONOO0 e o OCl0 (anião hipoclorito) sendo no entanto mais 
sensível ao HOCl (Setsukinai et al., 2003). Desta reacção resulta um composto fluorescente, a 
fluoresceína, cuja fluorescência é proporcional à concentração de espécie oxidante (figura 19). 
A exposição dos neutrófilos a um estímulo como o PMA activa o enzima NADPH oxidase, que 
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tem como resultado final a formação de peróxido de hidrogénio que em presença de 
mieloperoxidase origina a formação de HOCl. Assim, quanto maior a concentração de HOCl 
produzido maior será o aumento da florescência. Na presença de flavonóide, este compete 
com a sonda APF para o HOCl evitando desta forma a sua oxidação e o aumento da 
fluorecência.  
O
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Figura 19 – Oxidação da sonda APF pelo HOCl. (adapatado de Setsukinai et al, 2003) 
 
Uma vantagem deste método é possibilitar o estudo cinético da formação de HOCl, isto é, 
observar a produção de HOCl à medida que este é produzido pelos neutrófilos activados, 
através da oxidação da sonda APF que foi seguida por espectrofluorimetria e por citometria de 
fluxo. 
 
1.5.1. Detecção da oxidação da sonda APF por espectrofluorimetria 
Para se efectuar este estudo procedeu-se ao isolamento dos neutrófilos, avaliou-se o número 
de células viáveis presentes e efectuou-se a sua contagem, tal como descrito em 1.2 e 1.3.  
Os ensaios de detecção da oxidação da APF pelo HOCl por espectrofluorimetria foram 
realizados numa microplaca própria para fluorescência (BD Falcon) e continham APF 2,5 µM e 
uma concentração celular de 0,5x106 neutrófilos/mL em KRpb suplementado com CaCl2 0,6 
mM; deixou-se a placa em repouso durante 15 min à temperatura ambiente para permitir que 
a sonda entrasse nas células. Após este tempo, adicionou-se o flavonóide (entre 0 e 5 µM) e o 
PMA (100 ng/mL) para dar início à estimulação dos neutrófilos e completou-se o volume final 
para 200 µL. Imediatamente a seguir fez-se a leitura da fluorescência, num leitor de 
microplacas (Spectra Max Gemini EM), durante 15 minutos ao comprimento de onda de 
excitação de 490 nm e ao comprimento de onda de emissão de 530 nm. 
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O efeito na oxidação da sonda, obtido para cada concentração de flavonóide, foi avaliado 
através da determinação dos declives na zona linear das curvas de fluorescência obtidas ao 
longo do tempo de leitura. Tendo em conta o valor de declive obtido na ausência de 
flavonóide (fluorescência máxima) foi possível determinar a percentagem de inibição da 
oxidação da sonda APF para cada concentração de flavonóide 
 Inibição da oxidação da APF (%) = 100
Declive
Declive100
0
F ×−   
DecliveF – Declive na presença de flavonóide 
Declive0 – Declive na ausência de flavonóide 
Os resultados da percentagem da inibição da oxidação da sonda APF foram expressos 
graficamente em função da concentração de flavonóide. A partir deste gráfico calcularam-se 
os valores de IC50, que correspondem à concentração de flavonóide responsável por uma 
inibição de 50% da oxidação da sonda APF. 
 
1.5.2. Detecção da oxidação da sonda APF por citometria fluxo  
A citometria de fluxo é uma técnica que permite a medição e análise de múltiplas 
características físicas de cada célula, individualmente, à medida que estas se deslocam 
através de um feixe de luz. Entre as características possíveis de serem analisadas estão o 
tamanho, a granulosidade ou complexidade interna e a intensidade de fluorescência. O 
tamanho é inversamente proporcional à dispersão de luz frontal (do inglês Forward Scatter 
FS) e a granulosidade é directamente proporcional à dispersão de luz lateral (do inglês Side 
Scatter - SS) (O’Connor et al, 2001). 
Uma vez medidos estes parâmetros, é traçado um gráfico que os relaciona. Como 
diferentes células têm tamanhos e granulosidades diferentes, cada população de células 
surge em regiões específicas, como se exemplifica na figura 20, em que leucócitos são 
separados num gráfico de FS em função de SS. 
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Figura 20: Distribuição das várias subpopulações de leucócitos presentes em solução, de acordo com os 
respectivos valores de FS e SS. 
 
A citometria permite a selecção de zonas específicas do gráfico anterior, realizando-se as 
medidas subsequentes, como por exemplo, a intensidade de fluorescência, apenas para a 
subpopulação de células que se pretende estudar (O’Connor et al, 2001). 
Esta técnica apresenta vantagens em relação à espectrofluorimetria uma vez que permite 
identificar e seleccionar uma subpopulação, no caso deste estudo os granulócitos, e a 
fluorescência lida corresponde à produzida apenas no interior das células. (Robinson, 1997; 
O’Connor et al., 2001)  
Para se efectuar este estudo procedeu-se ao isolamento dos leucócitos, avaliou-se o número 
de células viáveis presentes e efectuou-se a sua contagem, tal como descrito em 1.2 e 1.3.  
O protocolo estabelecido para o estudo do efeito dos flavonóides na oxidação da sonda APF 
pelo HOCl, por citometria de fluxo, já tinha sido anteriormente optimizado por outros 
investigadores do laboratório onde decorreu este estudo. Num tubo apropriado de citómetro 
e para um volume final de 2 mL, adicionou-se a suspensão celular (0,5x106 neutrófilos/mL) e a 
sonda APF (2,5 µM) em KRpb suplementado com CaCl2 0,6 mM, ficando o tubo em repouso 
durante 15 min à temperatura ambiente. Após este tempo, adicionou-se o flavonóide (entre 0 
e 5 µM para a quercetina e 0 e 10 µM para a miricetina) e deixou-se repousar mais 5 min para 
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permitir a sua entrada nas células. Durante este tempo foi feita uma leitura de 5000 eventos 
(fluorescência basal) no citómetro (Beckman Coulter XL) e imediatamente a seguir (aos 20 min) 
adicionou-se o (PMA 100 nM). Após a adição do PMA e de 4 em 4 min foram feitas novas 
leituras de 5000 eventos durante 30 minutos.  
Os resultados obtidos foram calculados em percentagem de inibição da oxidação da sonda 
APF, obtida através da equação: 
 Inibição da oxidação da APF (%) = 100
ciaFluorescên
ciaFluorescên100
0
F ×−
 
 
FluorescênciaF – Fluorescência na presença de flavonóide 
Fluorescência0 – Fluorescência na ausência de flavonóide 
 
Os resultados da percentagem da inibição da oxidação da sonda APF foram expressos 
graficamente em função da concentração de flavonóide. A partir deste gráfico calcularam-se 
os valores de IC50, que correspondem à concentração de flavonóide capaz de inibir 50% a 
oxidação da sonda APF. 
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2. Acção dos flavonóides na activação do factor de transcrição NF-kB 
O estudo do efeito dos flavonóides na activação do factor de transcrição NF-kB numa linha 
celular (THP-1), estimulada por LPS, foi realizado através de um ensaio de transfecção da linha 
celular com um plasmídeo repórter-kB e através da análise quantitativa, por Western blot, das 
proteínas p65-NF-kB e IKBα, respectivamente nas fracções nuclear e citoplasmática. 
Paralelamente foram realizados ensaios de toxicidade dos flavonóides e LPS para a linha 
celular THP-1. 
Todos os procedimentos que a seguir se descrevem, e que envolvem o manuseamento desta 
linha celular, foram realizados numa câmara de fluxo laminar (ESCO – SCII Class II Biohazard 
safety cabinet), em condições estéreis. Para além disso, todas as soluções e materiais 
necessários para os ensaios estavam estéreis.  
 
2.1. Materiais e Reagentes 
O hipoclorito de sódio (NaOCl), o glicerol, o iodeto de propídio (PI), o LPS, o azul de tripano, o 
hepes, o Nonyl Phenoxylpolyethoxylethanol (NP-40), o dithiothreitol (DTT), o cocktail inibidores 
de fosfatases, a benzamida, a leupeptina, a pepstatina, o fenilmetanosulfonilfluoreto (PMSF), a 
albumina de soro bovino (BSA), a acrilamida, a bis-acrilamida, o N,N,N’,N’-
tetrametiletilenodiamina (TEMED), o ponceau S, o azul de bromofenol, o β-mercaptoetanol, a 
ampicilina, o reagente revelador e o reagente fixador usados na revelação das chapas 
radiográficas foram adquiridos à Sigma (Madrid, Espanha). A N,N-dimetilformamida (DMF),  o 
hidróxido de sódio (NaOH), o tris, o hidrogenofosfato de potássio (KH2PO4), o metanol, o 
tween 20 e a glicina, foram adquiridos à Merck (Darmstadt, Alemanha). A sonda APF e o azul 
de alamar foram adquiridos à Invitrogen (Carlsbad, EUA). O reagente da Bio-Rad concentrado 
para a quantificação proteica Bio-RAD. O meio RPMI-1640, os antibióticos 
penicilina/estreptomicina, a glutamina e o soro fetal de bovino (FBS) foram adquiridos à Lonza 
(Verviers, Bélgica). O kit de quimioluminescência ECL foi adquirido à GE Healthcare 
(Amersham, Reino Unido). O dodecil sulfato de sódio (SDS) foi adquirido à Gibco BRL (Carlsbad, 
EUA). Os anticorpos anti-p65 (sc-372), anti-IB-α (sc-371) e goat anti-rabbit (sc-2004) foram 
adquiridos à Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz, Califórnia, EUA). O perssulfato de amónia 
(PSA), o kit dual-luciferase® repórter assay 100systems, foi adquirido à Promega (Madrid, 
Espanha). O Dulbecco’s phosphate Buffered saline (D-PBS) e o DEAE-dextrano hydrocloride 
foram adquiridos à Sigma-Aldrich (Ayrshire, UK). O kit de purificação de plasmídeos foi 
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adquirido à QIAGEN).  A isorramnetina foi adquirida à ExtraSynthese (Genay, França). As 
proteínas marcadas para o gel de electroforese SDS-PAGE foram adquiridas à nzytech genes & 
enzymes (Instituto Superior de Agronomia de Lisboa, Portugal). 
 
2.2. Toxicidade Flavonoides 
Um teste fundamental neste estudo é determinar se os flavonóides em estudo são tóxicos 
para as células THP-1, isto é, conhecer a sobrevivência das células na presença dos flavonóides 
e, simultaneamente, com e sem LPS. 
Existem vários indicadores da viabilidade celular, nomeadamente a integridade da membrana, 
a síntese e o conteúdo de DNA, a actividade enzimática, a presença de adenosina trifosfato 
(ATP) e as condições redutoras da célula. A análise da toxicidade do LPS e dos flavonóides para 
as células foi realizada recorrendo ao indicador de viabilidade celular, o azul de alamar. 
O azul de alamar é um corante que na sua forma oxidada (resazurina) apresenta uma cor 
azul, tem uma pequena fluorescência intrínseca e entra facilmente nas células. Ao ser 
reduzido, é convertido em resorufina, um composto cor-de-rosa, fluorescente (figura 21) 
(O’Brien et al, 2000). 
Este método usa o poder redutor natural das células vivas, conferido por redutases como a 
NADH desidrogenase, para converter a resazurina à respectiva molécula fluorescente, a 
resofurina (figura 21). A redução ocorre de uma forma constante e proporcional ao número 
de células, sendo a forma reduzida excretada para o exterior da célula onde se acumula 
durante várias horas (O’Brien et al, 2000). De entre todas as vantagens deste método, para 
além da sua simplicidade, é rápido, sensível, preciso e pode ser aplicado em larga escala a 
estudos in vitro. (Nakayama et al., 1997) 
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Figura 21: Conversão da resazurina a resorufina. A resazurina, não fluorescente, é convertida em 
resorufina, fluorescente, ao ser reduzida. 
 
Os estudos de citotoxicidade foram efectuados segundo um protocolo já estabelecido no 
laboaratório (Ramos, 2009; Filipe, 2009, Pereira, 2009) com algumas modificações. Os ensaios 
foram realizados em microplacas de fluorescência de 96 poços (BD Falcon) numa estufa de CO2 
a 5% e a37°C. Incubaram-se as células THP-1 (1 x 106 células/mL) em meio RPMI 1640 
completo (suplementado com os antibióticos penicilina (100 U/mL) e estreptomicina (100 
µg/mL), glutamina (2 mM) e FBS 10% (v/v) inactivado) e os flavonóides seleccionados nas 
concentrações de 0 μM, 20 μM e 50 μM. Efectuaram-se, também, ensaios nas condições 
descritas atrás aos quais se adicionou LPS (1 μg/mL). As microplacas foram incubados durante 
2, 4 e 6 horas. Uma hora antes de terminarem os tempos de incubação, adicionou-se o azul de 
alamar numa proporção de 1/10 (v/v) para um volume final de 100 μL. No final de cada tempo 
de incubação, fizeram-se as leituras de fluorescência a um comprimento de onda de excitação 
de 500 nm e de emissão de 600 nm, no leitor de microplacas (Spectra Max Gmini EM). Os 
resultados da fluorescência foram expressos graficamente para cada concentração dos 
flavonóide. 
 
2.3. Transfecção da Linha Celular THP-1 
Com o objectivo de estudar a acção dos flavonóides na regulação do promotor específico do 
factor de transcrição NF-kB, transfectaram-se as células THP-1 com um plasmídeo repórter-kB 
com elevada afinidade para o NF-kB e com um plasmídeo repórter-kB de baixa afinidade para 
o NF-kB. As células foram co-transfectadas com o plasmídeo pRL-SV40, que contem o gene da 
luciferase (da reinilla) que serviu de controlo das experiências. 
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O NF-kB é um factor de transcrição com um papel importante na inflamação, resposta imune e 
apoptose. Tipicamente é um heterodímero constituído pelas proteínas p65 e p50 que se 
mantém inactivo no citosol por ligação às proteínas inibitórias IkBs. Após um sinal específico 
dá-se fosforilação dos IkBs, pela cinase do IkB (IKK), que são posteriormente degradadas no 
proteossoma 26S. O NF-kB migra para o núcleo e activa os respectivos genes. Uma vez no 
núcleo, o NF-kB liga-se a regiões promotoras, os locais kB, que apresentam uma sequência 
consesus geral, GGGRNNYYCC (onde R é uma purina, Y uma pirimidina e N qualquer base) 
(Oliveira-Marques et al, 2009a). 
Transfecção é a designação dada ao método de inserção de ácidos nucleicos em células 
eucariotas. A transfecção é um método que neutraliza a carga negativa das células ou até 
mesmo cria alguma carga positiva permitindo a passagem dos ácidos nucleicos através da 
membrana, recorrendo à utilização de compostos químicos, lípidos ou utilizando métodos 
físicos como a electroporação. O DEAE-dextrano é um polímero catiónico que se associa 
fortemente com a carga negativa do DNA e a captação do complexo é provavelmente 
efectuado por endocitose. Este método permite uma entrega eficaz de ácidos nucleicos nas 
células para uma expressão transiente. Esta técnica não é aconselhável para tranfecções de 
longa duração. Com qualquer método ou reagente de transfecção é necessário ter atenção à 
confluência, número de passagens, contaminação, qualidade e quantidade de DNA, sendo 
estes parâmetros que influenciam a eficiência da tansfecção. O dual-reporter system é um 
método que utiliza dois repórteres, como o próprio nome indica, em que o primeiro é o 
repórter em estudo (repórter experimental) e o segundo o repórter que permite a 
normalização da eficiência da transfecção e do número de células transfectadas. O segundo 
repórter (pRL-SV40) funciona como um controlo interno da transfecção celular e assim 
determina se o efeito observado é devido ao tratamento das células ou em resposta ao 
reporter experimental (manuais promega). 
O sistema de transfecção utiliza vectores como por exemplo o vector pGL3. Este vector fornece 
a base para a análise quantitativa de factores que regulam a expressão de genes em 
mamíferos. Este vector apresenta uma região modificada para luciferase firefly (photinus 
pyralis) que foi optimizado para monitorizar a actividade transcricional das células eucariotas 
transfectadas. O ensaio de repórter é rápido, sensível e quantitativo. No vector pGL3-Basic 
(figura 22) a expressão da actividade da luciferase nas células transfectadas com o plasmídeo 
depende da inserção com a orientação correcta de um promotor funcional a montante do 
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Luc+. Elementos enhancer podem ser inseridos a montante do promotor ou no local BAmII ou 
SaII, a jusante do gene Luc+ (manuais promega
 
Os plasmídeos utilizados no decurso deste estudo foram preparados por 
al, por inserção de uma região promotora (5’ 
GATCTGGGTATATAATGGATCCCCGGGTACGCAGCTCA
Madison, WI) com enzimas de restrição BgI
(Oliveira-Marques et al, 2009a
No trabalho de Oliveira-Marques 
locais Kb com diferentes afinidades: baixa e elevada afinidade (
sequências kB, escolhidas por 
foram inseridas a montante do promotor entre locais de restrição KpnI/SacI (ver locais de 
restrição figura 22), com a sequência geral: 5’
(Oliveira-Marques et al, 2009a
Quadro 8: Sequências kB inseridas no plasmideo (Oliveira
Plasmideo
kBl 
kBh 
 
). 
Figura 22: vector pGL3 (Promega) 
Oliveira
-3’) no vector pGL3-
I (terminal 5’) e HindIII (terminal 3’) (
). 
et al. (2009), foram preparados plasmideos repórter para os 
Quadro 8
Oliveira-Marques et al com base no trabalho de 
- GCT – kb – CTGGCTCCT – Kb
). 
-Marques et al
 Afinidade Sequência kB (5’-3’) 
Baixa GGGGACTTCC 
Elevada GGGAATTTCC 
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-Marques et 
basic (Promega, 
figura 22) 
). As diferentes 
Udalova et al., 
 – CTCAGCT – 3’ 
, 2009a) 
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No decorrer deste trabalho, utilizou-se o vector repórter kB de elevada afinidade para o NF-kB 
para estudar o efeito dos flavonóides na activação do factor de transcrição de NF-kB e o vector 
repórter-kB de baixa afinidade que serviu como controlo da experiência.  
Os plasmideos de interesse foram isolados a partir de uma cultura bacteriana de E. coli. Esta 
cultura foi mantida em meio meio Luria-Bertani (LB) constituído por triptona, extracto de 
levedura, NaCl e ampicilina 100 μg/mL, durante a noite a 37°C com agitação (200 rpm). Após o 
tempo referido, procedeu-se à extracção e purificação do DNA-plasmídico, recorrendo a um kit 
comercial da Quiagen. 
 
2.3.1. Optimização da Transfecção utilizando o vector GFP 
Para se optimizar as condições experimentais da transfecção, utlizou-se o plamídeo GFP 
(pIC111 - 6xHis-PreScission-GFP Human LAP Construct). O protocolo utilizado foi adaptado do 
de Aneja et al (2006). As células THP-1 foram transfectadas recorrendo ao DEAE-dextrano. Um 
total de 1 x 106 cel/mL foi mantido num frasco de cultura durante um período de 24h em 
estufa (SL ShelLab CO2 Series, da Sheldon Mfg. Inc.), a 37°C e com 5% de CO2. Após o tempo 
referido, 3 mL de suspensão celular foi centrifugada a 137g (centrífuga Rotofix 32, da Het-tich), 
durante 4 minutos à temperatura ambiente, de modo a sedimentar as células. Em seguida, as 
células foram lavadas duas vezes com STBS (Tris-HCl 25 mM (pH 7.4), NaCl 137 mM, KCl 5 mM, 
Na2HPO4 0,6 mM,
 CaCl2 0,7 mM e MgCl2 0,5 mM) nas condições referidas no passo anterior. O 
plasmídeo GFP foi então misturado com o DEAE-destrano em tampão STBS e, para optimizar as 
condições experimentais, testaram-se 3 concentrações de plasmideo (0,5 μg/mL, 1 μg/mL e 2 
μg/mL), 2 concentrações de DEAE-dextrano (400 μg/mL ou 600 μg/mL) e 2 volumes de tampão 
(70 e 140 µL). Foram, também, realizados ensaios controlo, nomeadamente com células em 
presença de tampão STBS e com células em presença de DEAE-dextrano. As células foram 
incubadas durante 30 minutos em tubos falcon semi-rolhados na estufa a 37°C e com 5% de 
CO2, em seguida lavadas 2 vezes com STBS (137 g, durante 4 min e à temperatura ambiente), 
ressuspendidas e mantidas em cultura em RPMI suplementado (volume final de 10 mL). As 
células transfectadas eram mantidas em cultura por um período de 48 horas. Ao fim deste 
tempo retirou-se 1 mL para tubos falcon, ao qual se adicionou 1 mL de PBS (NaCl 135 mM, KCl 
2,7 mM, Na2HPO4 8 mM e KH2PO4 2 mM) e centrifugou-se a 137 g durante 4 minutos à 
temperatura ambiente. As células eram ressuspendidas em PBS e adicionava-se iodeto de 
propídeo (do inglês propidium iodide – PI). Este composto consegue penetrar nas membranas 
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das células mortas intercalando-se no DNA e emitindo fluorescência. Assim, as células não 
viáveis podem ser detectadas pela fluorescência na zona do vermelho (550-670 nm). Em 
seguida adicionou-se 300 μL de PBS e transferiu-se todo o conteúdo para tubos de citómetro e 
fizeram-se as leituras usando o canal FL1 (para quantificar o GFP) e o canal FL3 (para 
quantificar o complexo DNA-PI) num citómetro Coulter Epics XL, da Beckman-Coulter, e 
recorrendo ao software System II (Coulter Electronics). Os resultados foram analisados de 
acordo com a percentagem de células com GFP (eficiência da transfecção) e a percentagem de 
células mortas. 
 
2.3.2. Transfecção das células THP-1 com os plasmídeos repórter-kB 
O protocolo utilizado foi adaptado do de Aneja et al (2006). As células THP-1 foram 
transfectadas recorrendo ao DEAE-dextrano. Um total de 1 x 106 cel/mL foi mantido num 
frasco de cultura durante um período de 24h em estufa (SL ShelLab CO2 Series, da Sheldon 
Mfg. Inc.), a 37°C e com 5% de CO2. Findo este tempo, 3 mL de suspensão celular foi 
centrifugado a 137g (centrífuga Rotofix 32, da Het-tich), durante 4 minutos à temperatura 
ambiente, de modo a sedimentar as células. As células foram lavadas duas vezes com STBS 
(Tris-HCl 25 mM (pH 7.4), NaCl 137 mM, KCl 5 mM, Na2HPO4 0,6 mM,
 CaCl2 0,7 mM e MgCl2 0,5 
mM) nas condições referidas no passo anterior. Em seguida, misturou-se o plasmideo 
repórter-kB (2 µg/mL) com o DEAE-dextrano (600 µg/mL) em tampão STBS (140 µL). As células 
foram incubadas durante 30 minutos em tubos falcon semi-rolhados na estufa a 37°C, em 
seguida lavadas 2 vezes com STBS (137 g, durante 4 min e à temperatura ambiente) e por fim 
ressuspendidas e mantidas em cultura em RPMI suplementado (volume final de 10 mL). As 
células transfectadas eram mantidas em cultura por um período de 48 horas. Ao fim deste 
tempo retirou-se 1 mL e adicionou-se os flavonoides em estudo na concentração de 20 μM 
ficando a incubar na estufa a 37°C com 5% de CO2, durante 1 hora. Após este tempo, 
adicionou-se LPS (1 μg/mL) e incubou-se a suspensão na estufa, a 37°C com 5% de CO2, por um 
período 3 horas. Foram realizados ensaios controlo do plasmideo com elevada afinidade para 
o NF-kB, na presença e ausência de LPS e, plasmideo com baixa afinidade para NF-kB, também 
na presença e ausência de LPS. Após o tempo de incubação mencionado, adicionou-se 1 mL de 
PBS e centrifugou-se, a 137 g, durante 4 minutos à temperatura ambiente, removendo-se 
posteriormente o sobrenadante com muito cuidado. Adicionou-se 250 μL de PLB (tampão de 
lise celular) do kit comercial (Dual-Luciferase Reporter Assay System) da Promega e colocaram-
se a agitar durante 15 minutos, para promover a lise das células. A actividade da luciferase foi 
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analisada, utilizando o Dual Reporter Assay Sistem (Promega), de acordo com as intruções do 
fabricante. A primeira leitura, destinava-se a avaliar a actividade da luciferase firefly (F) e 
ocorreu de acordo com a reacção apresentada na figura 23. A segunda leitura destinava-se a 
avaliar a actividade da luciferase renilla (R) e ocorreu de acordo com a reacção apresentada na 
figura 23. A luminiscência foi lida no luminómetro Zenyth 3100 com 10 segundos de 
integração, sendo cada amostra lida em duplicado e normalizada em relação à actividade da 
luciferase da renilla (F/R). 
 
Figura 23: Bioluminescência resultante da reacção da luciferase firefly com o substrato luciferina e 
bioliminescência resultante da reacção da luciferase renilla com substrato colenterazina 
 
2.4. Análise da activação do factor de transcrição NF-kB, por Western blot  
Nesta parte do trabalho pretendia-se avaliar o efeito dos flavonóides na activação do factor de 
transcrição NF-κB nas células THP-1, através da análise por Western Blot. Este ensaio permitiu 
quantificar as variações dos níveis de proteína p65-NF-kB no extracto nuclear e da proteína 
IκBα no extracto citosólico, quando as células THP-1 eram estimuladas por LPS na presença e 
na ausência de favonóide. 
 
2.4.1. Preparação dos extractos citoplasmáticas e nucleares  
Os ensaios foram realizados em placas de petri de 60 mm que continham uma concentração 
celular de 1x106 células/mL e flavonóide em duas concentrações (10 e 20 µM) em meio RPMI 
1640 suplementado. Após a adição do flavonóide deixaram-se as placas durante 1h na estufa a 
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37ºC e a 5% de CO2. Findo este tempo, adicionou-se o LPS (1 µg/mL), completou-se o volume 
final para 5 mL, e deixaram-se novamente as células a incubar nas mesmas condições, durante 
mais 1h. Fizeram-se ensaios controlo em que foi adicionado o LPS na ausência de flavonóide, 
controlo +, e outro em que não foi adicionado nem LPS nem flavonóide, controlo-. 
Recolheram-se as células e o meio circundante dos ensaios atrás referidos para tubos falcon de 
15 mL e centrifugaram-se a 140 g (Hettich Zentrifugen Rotofix 32), durante 4 min e à 
temperatura ambiente, de forma a lavar as células. Removeu-se o sobrenadante, 
ressupenderam-se as células em 2 mL de PBS [Na2HPO4 8 mM, KH2PO4 1,5 mM, NaCl 137 mM e 
KCl 3 mM (pH 7,4)] e lavaram-se as células, do mesmo modo, mais duas vez. Após a remoção 
do sobrenadante, ressuspenderam-se as células em 300 µL de solução de lise da membrana 
citoplasmática [Hepes KOH 50 mM (pH 7,2) contendo EDTA 2 mM, NaCl 10 mM e sacarose 250 
mM, suplementado no dia do ensaio com: 1 % (v/v) de NP-40, DTT 2 mM, inibidores de 
fostases e os inibidores de proteases, benzamidina 1,5 µg/mL, leupeptina 10 µg/mL, 
pepstatina 1 µg/mL e PMSF 1 mM]. Transferiu-se a suspensão anterior para tubos eppendorf e 
deixaram-se em gelo durante 10 minutos, de forma a provocar a lise da membrana 
citoplasmática. Terminado este tempo, centrifugaram-se as amostras a 3000 g (centrífuga 
Eppendorf 5804R), durante 4 min e a 4ºC, e recolheram-se os sobrenadantes que continham 
as proteínas citoplasmáticas. No sedimento ficaram os núcleos que foram ressuspendidos em 
300 µL de PBS e, em seguida, centrifugou-se nas condições descritas anteriormente. Os 
sobrenadantes foram desprezados e os núcleos ressuspendidos em 30 µL de solução de lise do 
núcleo [Hepes KOH 50 mM (pH 7,2) contendo EDTA 2 mM, NaCl 400 mM e 20% (v/v)de 
glicerol, suplementado no dia do ensaio com DTT 2 mM, inibidores de fostases e os inibidores 
de proteases benzamidina 1,5 µg/mL, leupeptina 10 µg/mL, pepstatina 1 µg/mL e PMSF 1 mM] 
que foram mantidos em gelo 30 minutoa; durante este tempo as amostras eram agitadas 3 
vezes no vórtex, de forma a induzir a lise dos núcleos. Terminado este tempo, centrifugaram-
se as amostras a 10.000 g (centrífuga Eppendorf 5804R), durante 20 min e a 4ºC, e 
recolheram-se os sobrenadantes que continham as proteínas nucleares. 
As proteínas citoplasmáticas e nucleares foram depois quantificadas pelo método de Bradford 
modificado (Bradford, 1976). A curva de calibração foi feita com soluções padrão de BSA entre 
0 e 50 µg/mL e as fracções citoplasmática e nuclear foram diluídas 20 e 80x, respectivamente. 
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2.4.2. Análise das proteínas citoplasmáticas e nucleares por Western blot  
Os extractos proteicos foram, então, separados por SDS-PAGE em géis de poliacrilamida a 10% 
(m/v) recorrendo, para o efeito, a um sistema de mini-géis. O gel de resolução era constituído 
por 10% (m/v) de acrilamida, 0,25% (m/v) de bisacrilamida e 0,1% (m/v) de SDS, em Tris-HCl 
0,4 M (pH 8,8); foram usados como agentes polimerizantes 0,05%  (v/v) de TEMED e 0,05% 
(m/v) de PSA, este último preparado no dia. O gel de concentração era constituído por 5% 
(m/v) de acrilamida, 0,14% (m/v) de bisacrilamida e 0,1% (v/v) de SDS em Tris-HCl 0,6 M 
(pH6,8); utilizaram-se como agentes polimerizantes 0,1% (v/v) de TEMED e 0,1% (m/v) de PSA . 
Foram aplicados 10 μg de proteínas nucleares e 70 a 80 μg de proteínas citoplasmáticas em 
cada poço. Às amostras foi adicionada uma solução (load buffer) constituída por 2% (m/v) de 
SDS, 10% (v/v) de glicerol, 0,4% (p/v) de azul de bromofenol  e 10% (v/v) de β-mercaptoetanol, 
em 16% Tris 1M pH 6,8 (v/v) e 42% de água destilada (v/v)), na proporção de 4:1 (v/v) para um 
volume total por poço de 30 μL. As amostras foram fervidas durante 5 minutos, de modo a 
promover a desnaturação. Aplicou-se 5 μL de marcadores de proteínas no primeiro poço do 
gel. 
A solução tampão de electroforese era composta por Tris 25 mM, glicina 192 mM e 0,1% de 
SDS (m/v) a pH 8,3. A corrente aplicada ao sistema de electroforese foi ajustado a 30 mA/gel 
(fonte Electrophoresis Power Supply 601, da Amersham Pharmacia Biotech) 
Procedeu-se, de seguida, à transferência das proteínas para membranas de nitrocelulose de 
0,45 µm utilizando um aparelho de transferência semi-seco. A transferência decorreu, durante 
1 hora, com uma intensidade de corrente ajustada a 0,8 mA/cm2 de gel (Bjerrum and Schafer-
Nielsen, 1986). A solução tampão de transferência era constituída por Tris 48 mM, glicina 39 
mM, 20% (v/v) de metanol e 0,0375% (m/v) de SDS (pH 9,2). 
Antes de se proceder à reacção das proteínas com os anticorpos específicos, as membranas 
das duas fracções foram bloqueadas com uma solução a 5% (m/v) de leite magro desnatado 
em PBS, durante 1 hora. Em seguida as membranas foram incubadas com o anticorpo 
primário, durante 1 hora à temperatura ambiente. As membranas foram depois lavadas com 
PBS contendo 0,1% (v/v) de Tween durante 30 min, de forma a remover o excesso de 
anticorpo. Durante a noite, à temperatura de 4ºC, as membranas foram incubadas com o 
anticorpo secundário anti-coelho conjugado com a peroxidase de rábano (sc-2004) na diluição 
de 1:4.000. Em seguida, lavaram-se novamente as membranas apenas com PBS. A detecção da 
ligação proteína-anticorpo foi realizada recorrendo ao kit de quimioluminescência ECL (GE 
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Healthcare, Amersham, Reino Unido), de acordo com as instruções do fabricante. A 
quimioluminescência é um método altamente sensível, em que se dá a oxidação química do 
luminol pelo H2O2, criando um intermediário instável, que decai com a emissão da luz e 
impressiona uma chapa fotográfica. A reacção é catalisada pelo enzima peroxidase de rábano, 
que se encontra conjugado com o anticorpo secundário (Harlow e Lane, 1999). 
As chapas obtidas foram digitalizadas e analisadas com o software ImageJ. O controlo de 
aplicação das proteínas foi feito recorrendo à quantificação proteica na membrana de 
nitrocelulose corada com Ponceau S.  
 
Quadro 9: Diluições dos anticorpos primários utilizados no Western Blot 
Fracção Analisada Anticorpo primário Diluição 
Citoplasmática Anti-IκBα (sc-371) 1:800 
Nuclear Anti-p65 (sc-372) 1:1000 
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1. Avaliação da captação, por flavonoides, do HOCl produzido por 
neutrófilos activados por PMA 
O estudo da capacidade antioxidante dos flavonóides em relação ao HOCl produzido por 
neutrófilos activados ex vivo com PMA, foi realizado recorrendo a dois ensaios de competição: 
a cloração da taurina (método espectrofotométrico) e a oxidação da sonda APF que foi seguida 
por espectrofluorimetria e citometria de fluxo. 
 
1.1. Cloração Taurina 
Este estudo insere-se num outro mais abrangente, isto é, envolvendo mais flavonóides, pelo 
que quando se testaram novos flavonóides estudou-se sempre em simultâneo a quercetina 
que, assim, serviu de padrão de comparação. Nesta parte do trabalho estudamos apenas a 
miricetina e, pelo que referimos atrás, também a quercetina. 
 
Figura 24: Estrutura geral dos flavonóis, quercetina (a) e miricetina (b). 
 
Da reacção do HOCl com a taurina forma-se clorotaurina (Cltau), que pode ser detectada por 
reacção com o TMB, originando um cromóforo azul que absorve a 655 nm. Através da 
construção de uma curva de calibração, com concentrações crescentes de HOCl, foi possível 
quantificar o HOCl libertado pelos neutrófilos na ausência de flavonóide e o HOCl captado pelo 
flavonóide, medindo a absorvência do cromóforo que reflecte a concentração de clorotaurina 
formada. Os valores dos parâmetros correspondentes à curva obtida apresentam-se no 
quadro 10. 
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Quadro 10: Valores dos parâmetros obtidos da curva de calibração traçada, através de uma regressão 
linear pelo método dos mínimos quadrados, para a determinação da concentrações de Cltau.  
Declive (ε.l) (µM-1) Ordenada na origem Correlação (R2) 
0,017 0,013 0,989 
 
A partir dos valores dos parâmetros obtidos para a curva de calibração procedeu-se ao cálculo 
da percentagem de cloração de taurina em função da concentração de flavonóide (0-6 µM 
para a quercetina e 0-8µM para a miricetina), tal como se apresenta na figura 25. Nesta figura 
representam-se, também, as linhas correspondentes a equações sigmóides quer para a 
quercetina quer para a miricetina que resultaram do ajuste aos valores experimentais, através 
do software OriginPro.  
 
 
Figura 25: Efeito da concentração de flavonóide na cloração da taurina mediada pelo HOCl produzido 
por neutrófilos activados ex vivo por PMA. Os valores apresentados correspondem às médias de 5 
experiências independentes para quercetina e 4 experiências independetes para a miricetina, realizadas 
em triplicado. As curvas representam o ajuste de equações sigmóides aos pontos experimentais obtidos 
para os ensaios da quercetina e da miricetina, utilizando o software OriginPro. 
 
Recorrendo aos parâmetros das equações obtidas, a partir do software OriginPro, foi possível 
determinar os respectivos valores de IC50 para os flavonóides em estudo (Quadro 11) 
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Quadro 11:  Valores de IC50 obtidos para os flavonóides quercetina e miricetina no estudo da captação 
de HOCl, produzidos por neutrófilos activados ex vivo por PMA, e determinados pela cloração da 
Taurina. Os valores foram calculados a partir da equação ajustada aos pontos experimentais.  
Flavonóide IC50 ± δ (µM) 
Quercetina 5,43 ± 0,87 
Miricetinha 4,98 ± 0,48 
 
Os resultados permitem concluir que existe um efeito protector dos flavonóides em relação 
cloração da taurina, uma vez que com o aumento da concentração de flavonóide há 
diminuição da cloração da taurina. Os dois flavonóides estudados apresentam valores de IC50 
muito semelhantes, não se podendo afirmar que existe nitidamente um mais eficiente que o 
outro na captação de HOCl. 
 
1.2. Detecção da oxidação da sonda APF por espectrofluorimetria 
Neste estudo por fluorimetria, foram analisados, para além da quercetina e da miricetina, o 
flavonol canferol e a flavanona taxifolina, cujas estruturas se apresentam na figura 26.  
 
Figura 26: Estruturas do flavonol canferol (a) e da flavanona taxifolina (b). 
 
O ensaio por espectrofluorimetria permite a detecção da fluorescência total, isto é, a 
fluorescência produzida no interior e no exterior das células. Na figura 27 pode observar-se 
a variação da fluorescência ao longo do tempo à medida que o HOCl é produzido pelos 
neutrófilos activados por PMA, na ausência e na presença dos flavonóides estudados.  
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Figura 27: Efeito dos flavonóides estudados, quercetina (a), miricetina (b), canferol (c) e taxifolina (d), 
na oxidação da sonda APF ao longo do tempo, mediada pelo HOCl produzido por neutrófilos activados 
ex vivo por PMA, detectada por espectrofluorimetria. Os gráficos representados correspondem a uma 
experiência representativa de um conjunto de experiências independentes realizadas em duplicado. 
 
Da figura observa-se que à medida que a concentração de flavonóide aumenta, o valor da 
fluorescência emitido pela sonda ao longo do tempo vai diminuindo (em que o laranja 
corresponde maior concentração de flavonóide), uma vez que o flavonóide ao captar o HOCl 
protege a sonda APF da oxidação. Na figura 27, observa-se claramente que a oxidação da 
sonda APF diminui com o aumento da concentração de flavonóide, evidenciando o efeito 
protector dos flavonóides. 
Para avaliar a capacidade antioxidante para cada concentração de flavonóide, em relação ao 
controlo (sem flavonóide), determinaram-se os declives das rectas na zona linear das curvas 
apresentadas na figura 27. Deste modo, calcularam-se os valores da percentagem de oxidação 
da sonda APF em função da concentração de flavonóide que se apresentam na figura 28. 
Nesta figura é ainda possível visualizar as curvas resultantes dos ajustes, de equações 
exponenciais para a quercetina e miricetina e de uma equação sigmóide para a taxifolina, aos 
valores experimentais. Este ajuste foi feito utilizando o software OriginPro. 
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Figura 28: Efeito da concentração dos flavonóides quercetina, miricetina e taxifolina na oxidação da 
sonda APF por HOCl produzido por neutrófilos activados ex vivo por PMA, detectada por 
espectrofluorimetria. As curvas apresentadas resultam do ajuste de uma equação exponencial para a 
quercetina e miricetina e de uma curva sigmóide para a taxifolina aos valores experimentais, utilizando 
o software OriginPro. Os valores apresentados representam a média de 5 experiências independentes 
realizadas em duplicado para a quercetina e mricetina e de quatro experiências independentes 
realizadas em duplicado para a taxifolina. 
 
Para o canferol não se conseguiu fazer o ajuste de uma curva aos pontos experimentais.   
A partir das equações das curvas representadas na figura 28, foi possível calcular os valores de 
IC50 para os flavonóides em estudo (Quadro 12). 
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Quadro 12: Valores de IC50 obtidos para os flavonóides quercetina, miricetina e taxifolina no estudo 
da captação de HOCl, produzido por neutrófilos activados ex vivo por PMA, determinados através da 
da oxidação da sonda APF, detectada por espectrofluorimetria. Valores calculados a partir de equações 
ajustadas aos pontos experimentais.  
Flavonóide IC50 ± δ (µM) 
Quercetina 0,57  ± 0,18 
Miricetinha 0,42  ± 0,04 
Canferol - 
Taxifolina 2,49 ± 0,43 
 
Os valores de IC50 obtidos para cada um dos flavonóides demonstram que a quercetina e a 
miricetina têm valores muito próximos sendo aparentemente mais eficientes na captação de 
HOCl do que a taxifolina. 
 
1.3. Detecção da oxidação da sonda APF por citometria de fluxo 
A citometria de fluxo permite a separação das células com base nas suas características, como 
tamanho e granulosidade. Assim, nestes ensaios foram analisados apenas os neutrófilos 
porque, como já vêm sendo referido, de entre os granulócitos são os que apresentam maior 
percentagem. 
Na figura 29 apresentam-se os gráficos representativos para um flavonóide (quercetina) 
que mostram a distribuição dos valores de fluorescência emitidos pelas células, para vários 
tempos, na ausência e presença da concentração de flavonóide estudada. 
É possível observar que, na presença e ausência de flavonóide, após a adição de PMA se 
nota um ligeiro aumento de fluorescência, consistente com a iniciação da activação dos 
neutrófilos que leva à produção de HOCl que, por sua vez, oxida a sonda APF. É possível 
acompanhar a activação progressiva da população de células. A partir de t=5 min, observa-
se a presença de dois picos distintos, referentes ao conjunto de células activadas e não 
activadas. Porém, com o decorrer do ensaio, a quantidade de células não activadas (sem 
emissão de fluorescência) diminui, aumentando a quantidade total de células activadas. 
Comparando os dois gráficos, pode concluir-se que a presença de quercetina leva à 
diminuição da fluorescência emitida. Por exemplo, para t=10 min e t=15 min passa a estar 
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presente um pico na região de baixa fluorescência, que não existia na ausência de 
flavonóide.  
Figura 29: Efeito da presença dos flavonóides na fluorescência emitida pela sonda APF, oxid
HOCl produzido por neutrófilos activados, 
leitura inicial (azul escuro), efectuada na ausência de PMA. A leitura para t=0 (
logo após a adição de PMA e as leituras 
minutos, Os histogramas apresentados são de uma experiência representativa, escolhida de entre três 
experiências independentes 
 
A partir dos valores médios de fluorescência dos gráficos apres
calcularam-se os valores da percentagem de oxidação da sonda APF em função da 
 
ex vivo, por PMA. A fluorescência basal corresponde à 
vermelho
seguintes aos t=5 (verde), t=10 (laranja) e t=15 (azul turquesa) 
entados na figura anterior, 
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concentração de flavonóide (figura 30). Nesta figura, apresentam-se, também, as curvas 
resultantes do ajuste de uma exponencial aos valores experimentais, efectuado através do 
programa Origin-Pro. 
 
Figura 30: Efeito da concentração da quercetina, miricetina na oxidação da sonda APF, detectada por 
citometria de fluxo, mediada pelo HOCl produzido por neutrófilos activados ex vivo por PMA – 
representação gráfica da curva resultante do ajuste de uma equação exponencial aos valores 
experimentais. O ajuste foi feito através do software Origin-Pro e os valores apresentados representam 
a média de 3 experiencias independentes para a quercetina e 4 experiências independentes para a 
miricetina. 
 
Para a Taxifolina foram realizados dois ensaios independentes não se tendo conseguido a 
reprodutibilidade dos resultados e por isso não se apresenta estes resultados. Para o canferol 
não foram realizados ensaios por citometria. 
A partir das equações usadas nos ajustes aos valores experimentais, calcularam-se os 
valores de IC50, que se apresentam no quadro 13. 
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Quadro 13: Valores de IC50 obtidos para os flavonóides no estudo da captação de HOCl, produzido por 
neutrófilos activados ex vivo por PMA, determinados através da oxidação da sonda APF, detectada 
por citometria de fluxo.  Valores calculados a partir das equações ajustadas aos pontos experimentais. δ 
– desvio padrão associado ao valor de IC50, calculado segundo o teorema de propagação dos erros. 
Flavonóide IC50 ± δ (µM) 
Quercetina 1,73 ± 0,77 
Miricetinha 5,37 ± 3,70  
Canferol - 
Taxifolina - 
 
 
1.4. Quadro Resumo dos Resultados obtidos e Discussão 
Este parte do trabalho teve como objectivo avaliar a capacidade de alguns flavonóides 
(quercetina, miricetina, canferol e taxifolina) para captar HOCl, um oxidante forte, produzido 
pelos neutrófilos quando activados por PMA.  
De modo a avaliar o poder de captação de HOCl pelos vários métodos foram determinados 
os valores de IC50, que resultam de uma relação entre a percentagem da cloração pelo 
HOCl ou inibição de oxidação da sonda APF e a concentração de flavonóide, que se 
encontram resumidos no quadro seguinte. 
 
 
 
 
 
 
 
 
Apresentação e Discussão de Resultados 
68 
 
Quadro 14: Quadro Resumo dos valores de IC50 obtidos para as diferentes técnicas. Valores calculados 
a partir da equação ajustada aos pontos experimentais. δ – desvio padrão associado ao valor de IC50. 
Flavonóide 
IC50 ± δ (µM) 
Cloração da Taurina Fluorimetria Citometria 
 
Quercetina 
5,43 ± 0,87 0,57  ± 0,18 1,73 ± 0,77 
 
Miricetina 
4,98 ± 0,48 0,42  ± 0,04 5,37 ± 3,70 
 
Taxifolina 
N.A. 2,49 ± 0,43 N.A. 
N.A. – Não aplicável (não se estudaram estes compostos neste método) 
 
As características estruturais importantes dos flavonóides para uma captação eficiente de 
HOCl são a existência da dupla ligação C2=C3 e do grupo 3-OH no anel C e, sobretudo, a 
existência de grupos –OH nas posições 5 e 7 do anel A. (Pereira, 2008; Justino et al., 2009). A 
reacção de captação do HOCl pelos flavonóides ocorre através da cloração dos carbonos nas 
posições 6 e 8 no anel A e corresponde a uma reacção de substituição electrofílica aromática 
em que os grupos 5-OH e 7-OH (activadores e directores orto e para) promovem a cloração 
(Justino et al., 2009). 
Das características atrás mencionadas todos os flavonóides estudados apresentam o grupo 3-
OH e grupos OH nas posições 5 e 7. Assim a característica que pode servir para os diferenciar 
em relação à captação de HOCl poderá ser a dupla ligação 2=3. Para além disso, o HOCl é 
gerado dentro do neutrófilo em resultado de uma reacção enzimática, pelo que para a 
captação de HOCl deverá ser, também, importante a sua interacção com o neutrófilo, que será 
tanto maior quanto mais apolar for o flavonóide. 
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O ensaio da cloração da taurina constitui uma aproximação “fisiológica”, uma vez que esta 
reacção ocorre in vivo, servindo, inclusivamente, de biomarcadora para a produção de HOCl. 
De facto, a taurina é o aminoácido livre mais abundante no citoplasma dos leucócitos, 
especialmente nos neutrófilos, existindo em concentrações de 20 a 50 mM, e o HOCl reage 
rapidamente com este aminoácido (Schuller-Levis e Park, 2003). A cloração da taurina permite 
avaliar a captação de ácido no exterior das células, ou seja, o ácido libertado dentro das células 
mas que vem para o exterior. No entanto, como é uma molécula aniónica pequena, a Cltau 
consegue atravessar a membrana através de troca aniónica (Cantin, 1994). É possível, por isso, 
que se forme Cltau no interior dos neutrófilos, que depois atravessa a membrana e reaja com 
o reagente revelador adicionado ao meio.  
Através do método da cloração da taurina, a quercetina e a miricetina apresentaram valores 
de IC50 muito semelhantes. Estes flavonóides são estruturalmente muito semelhantes (a 
miricetina possui mais um grupo −OH no anel B) e ambos têm as características estruturais 
necessárias para serem bons captadores de HOCl.  
Utilizou-se, ainda, um outro ensaio de competição, para estudar a capacidade dos flavonóides 
para captarem HOCl produzido por neutrófilos activados, que se baseou na oxidação da sonda 
APF. Como já foi referido anteriormente a sonda origina um produto fluorescente e a 
fluorescência emitida foi avaliada por espectrofluorimetria e por citometria de fluxo. Uma das 
vantagens desta sonda é a permitir a avaliação da captação intracelular de HOCL, uma vez que 
esta consegue entrar nas células. Enquanto na espectrofluorimetria se faz uma leitura de 
fluorescência total (no interior e exterior das células), os resultados de citometria reportam-se 
apenas à fluorescência dentro das células. Deste modo, os métodos complementam-se e a 
análise conjunta dos resultados permite avaliar a capacidade dos flavonóides para captarem 
HOCl, tendo em conta as suas estruturas mas também as suas interacções com a membrana.   
No método da oxidação da sonda APF avaliada por espectrofluorimetria, a sonda é adicionada 
em excesso no ensaio e como parte do HOCl produzido é libertado para o exterior da célula, a 
fluorescência total lida deverá ter uma forte componente extracelular. Os valores de IC50 
obtidos para a quercetina e miricetina foram, tal como no método da cloração da taurina, 
muito semelhantes. No entanto, quando comparamos este valores com os obtidos por 
citometria, a quercetina apresenta um valor de IC50 inferior ao da miricetina. Esta diferença 
pode ser devida ao facto da miricetina ser mais hidrofílica do que a quercetina e, por isso, a 
sua entrada para dentro da célula torna-se um pouco mais difícil captando menos HOCl.  
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As diferenças de gamas de valores de IC50 obtidos nos dois métodos, cloração da taurina e 
oxidação da sonda APF, podem dever-se à quantidade de células usadas em cada um dos 
métodos, 2 × 10-6 células/mL e 0,5 × 10-6 células/mL, respectivamente. Considerando que se 
utilizou a mesma quantidade de PMA (100 ng/mL), poderá acontecer que a quantidade de 
HOCl produzido tenha sido superior no método da cloração da taurina. Assim haverá mais 
ácido disponível para clorar a taurina do que para oxidar a sonda, o que pode justificar a 
diferença de valores de IC50 obtidos para cada flavonóide pelos dois métodos. 
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2. Acção dos flavonoides na activação do factor de transcrição NF-kB 
nas células THP-1 estimuladas por LPS 
O estudo do efeito dos flavonóides na activação do factor de transcrição NF-kB foi efectuado 
recorrendo a duas metodologias. Utilizou-se uma linha celular THP-1 que foi transfectada com 
um plasmídeo repórter-kB com elevada afinidade para o NF-kB e que permite observar a 
activação do respectivo promotor, quando as células são estimuladas por LPS. A activação do 
factor de transcrição NF-kB em células THP-1 foi, também, estudada através da análise 
quantitativa, por Western blot, das proteínas p65-NF-kB e IKBα, respectivamente nas fracções 
nuclear e citoplamática. 
 
2.1. Avaliação da toxicidade do LPS e dos flavonóides para as células THP-1 
Antes de prosseguir com os ensaios para avaliar o efeito dos flavonóides na activação do factor 
de transcrição NF-kB nas células THP-1 estimuladas por LPS, foi necessário avaliar se os 
flavonóides e o LPS poderiam ser tóxicos para as células. Estudou-se, assim, a viabilidade das 
células THP-1 incubadas com os flavonóides em estudo, para as concentrações de 20 e 50 µM, 
durante 6 horas com e sem LPS, usando como indicador da viabilidade celular o alamar blue. 
Os valores de fluorescência obtidos, nas várias condições ensaiadas, encontram-se 
representados na figura 31. 
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Figura 31: Estudo da toxicidade dos flavonóides para as células THP-1 na ausência (a) e na presença de 
LPS (b), avaliada através do indicador de viabilidade celular alamar blue. As células THP-1 foram 
incubadas com os flavonóides durante 6 horas e os resultados apresentados correspondem à média e 
desvio padrão de 4 experiências independentes realizadas em duplicado. Controlo Positivo refere-se ao 
ensaio em que apenas se utilizou células em meio RPMI suplementado. (*, p < 0,05 vs controlo positivo) 
 
Como se pode observar, após 6 horas de incubação, os valores de fluorescência obtidos sem 
flavonóide e com os flavonóides nas duas concentrações testadas com ou sem LPS têm valores 
idênticos, pelo que se pode concluir que o LPS (1µg/mL) não tem qualquer efeito tóxico para 
as células THP-1. Há ainda a notar que, para o canferol e para a quercetina na concentração de 
50 µM, os valores de fluorescência observados são superiores ao que seria lógico esperar. Este 
facto pode ser devido à elevada concentração de flavonóide testada que pode favorecer uma 
reacção (fora das células) de redução directa do alamar blue, após a sua adição aos ensaios, 
contribuindo para um aumento de fluorescência. Para a concentração de flavonóide 20µM, os 
valores obtidos de fluorescência média ± desvio padrão são da ordem de grandeza dos obtidos 
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para os controlos. Podemos, assim, concluir que os flavonóides ensaiados na concentração de 
20µM não apresentam toxicidade para as células. 
 
2.2. Estudo da eficiência da transfecção das células THP-1, através do plasmideo 
GFP  
De modo a conhecer-se a eficiência da tranfecção da linha celular THP-1 utilizou-se o 
plasmídeo GFP e fez-se a análise das células mortas usando como indicador de viabilidade 
celular o iodeto de propídeo, parâmetros estes que foram avaliados por citometria de fluxo, tal 
como indicado nos materiais e métodos secção 2.3.1. Inicialmente testaram-se dois volumes 
diferentes da suspensão do plasmideo-DEAE-dextrano em STBS (70 e 140 µL) verificando que 
não se obtinham diferenças na eficiência da transfecção (dados não apresentados). 
Posteriormente, optou-se por utilizar o volume de 140 µL e testaram-se 2 concentrações de 
DEAE-dextrano e 3 concentrações de plasmídeo, cujas percentagens de GFP e PI se encontram 
no quadro 15. 
Quadro 15: Eficiência da transfecção das células THP-1 com o plasmideo GFP. As células THP-1 foram 
transfectadas nas diferentes condições indicadas e a Eficiência da transfecção e a viabilidade celular 
foram determinadas por citometria de fluxo. 
Condições do ensaio 
Células 
Transfectadas com 
GFP (%) 
Células Vivas 
(%)  
DEAE-Dextrano 400 µg/mL – GFP 2 µg/mL 
(140 µL) 
6 54 
DEAE-Dextrano 400 µg/mL – GFP 4 µg/mL 
(140 µL) 
11 63 
DEAE-Dextrano 400 µg/mL – GFP 6 µg/mL 
(140 µL) 
8 62 
DEAE-Dextrano 600 µg/mL – GFP 2 µg/mL 
(140 µL) 
12 71 
DEAE-Dextrano 600 µg/mL – GFP 4 µg/mL 
(140 µL) 
10 63 
DEAE-Dextrano 600 µg/mL – GFP 6 µg/mL 
(140 µL) 
10 57 
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As condições seleccionadas foram as que corresponderam à obtenção de uma maior 
percentagem de células transfectadas (GFP+) e simultaneamente uma maior percentagem de 
células vivas (PI−). Assim, nos estudos de transfecção utilizou-se DEAE-Dextrano 600 µg/mL – 
plasmídeo 2 µg/mL (em 140 µL de STBS). 
 
2.3. Transfecção das células THP-1 utilizando um plasmideo repórter-kB para o 
estudo do efeito dos flavonóides na regulação do promotor específico do NF-
kB 
Verificada a eficiência de transfecção foi realizado um ensaio de modo a validar o método, isto 
é, ao utilizar-se um vector com elevada afinidade para o local kB do DNA deverá observar-se, 
na presença de LPS, uma activação elevada do seu promotor e, pelo contrário, ao utilizar-se 
um vector com baixa afinidade para o local kB deverá observar-se, na presença de LPS, uma 
activação baixa do seu promotor. Os resultados obtidos, expressos em fluorescência relativa 
(F/R), para os ensaios descritos apresentam-se na figura 32. 
 
 
Figura 32: Validação da utilização de um plasmídeo repórter-kB para testar a activação do promotor 
específico do NF-kB. As células THP-1 foram incubadas com dois vectores repórter-kB, um com elevada 
afinidade para o NF-kB e outro com baixa afinidade para o NF-kB, na presença e na ausência de LPS. Os 
dados apresentados correspondem a 2 experiências independentes com leituras em duplicado. Os 
valores representam média ± erro padrão.  
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Uma vez obtida a validação do método, isto é, na presença de LPS observar-se um valor de 
fluorescência relativa elevado para o promotor de elevada afinidade e um valor de 
fluorescência relativa baixo para o promotor de baixa afinidade, estudaram-se os flavonóides, 
canferol, miricetina, quercetina, taxifolina e isorrametina, nas células THP-1 trasnfectadas com 
o plasmideo repórter kB de elevada afinidada para o NF-kB. Os resultados obtidos para estes 
compostos apresentam-se na figura 33. 
 
 
Figura 33: Efeito dos flavonóides na activação do promotor específico do NF-kB nas célula THP-1 
estimuladas por LPS. As células THP-1 foram transfectas com o plamideo repórter-kB de elevada 
afinidade e estimuladas com LPS na presença e ausência de flavonóides testados nas concentrações de 
20 µM. Os valores apresentados correspondem à média de 2 experiências independentes com leituras 
em duplicado. Os valores representam média ± erro padrão.  
 
Apesar do número reduzido de ensaios, estes resultados parecem indicar que o canferol, a 
miricetina e a isorrametina, têm um comportamento que parece inibir a activação do 
promotor do NF-kB nas células THP-1 activadas por LPS. Pelo contrário, a quercetina e a 
taxifolina parecem não apresentar o efeito mencionado. Para a confirmação destes resultados, 
seria necessário realizar mais ensaios de modo a obterem-se, para alguns dos flavonóides, 
menores desvios padrão e realizarem-se testes de significância. 
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2.4. Estudo do efeito dos flavonóides na activação do factor de transcrição NF-kB 
nas células THP-1 activadas por LPS, por Western-blot. 
Nesta parte do trabalho pretendia-se estudar se o efeito dos flavonóides na activação do 
factor de transcrição NF-κB nas células THP-1, activadas por LPS, se fazia através da via do IκB-
α. Assim, incubaram-se as células THP-1 com LPS durante 1h, na presença e ausência de 
flavonóide, e procedeu-se à análise, por western blot, das proteína IκB-α nos extractos 
citoplasmáticos e da proteína p65 no extracto nuclear (figura 34). Por questões de ordem 
prática, na figura aparecem bandas relativas a flavonóides que não foram objecto deste estudo 
aparecendo na legenda, a bold, os flavonóides seleccionados para este trabalho. 
 
Figura 34: Efeito da presença de flavonóides nos níveis das proteínas IkB-α no citoplasma e p65 no 
núcleo de células THP-1, activadas por LPS. As células THP-1 foram incubadas durante 1 hora na 
presença (C+) e na ausência (C-) de LPS (1 µg/mL) e dos flavonóides quercetina 10 e 20 μM (Q10 e Q20), 
miricetina 10 e 20 μM (Mi10 e Mi 20), taxifolina 10 e 20 μM (T 10 e T 20 e isorramnetina 10 e 20 μM (I10 
e I20) de uma experiência representativa. 
 
Após a análise quantitativa das bandas, através do software ImageJ, estabeleceram-se os 
níveis das proteínas IkB-α e p65, respectivamente no citoplasma e no núcleo (figura 35). 
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Figura 35: Efeito da presença de flavonóides nos níveis das proteínas p65 no núcleo (a) e IkB-α no 
citoplasma (b) de células THP-1 activadas por LPS. As células THP-1 foram activadas por LPS na presença e 
na ausência dos flavonóides quercetina 20 μM (Q20), miricetina 20 μM (Mi20), taxifolina 20 μM (T20) e 
isorramnetina 20 μM (I20). Os resultados apresentados correspondem a valores médios ± erro padrão 
de duas experiências independentes.  
 
Da observação do gráfico, é possível concluir que a estimulação das células THP-1 com LPS 
levou a um aumento do p65-NF-kB no núcleo e uma diminuição do IkB-α no citoplasma de 
acordo com o que seria de esperar. Estes dados atestam a boa sensibilidade e 
reprodutibilidade do método.  
Por se ter realizado apenas um ensaio com o canferol este não se encontra representado no 
grafico da figura 35, no entanto pode afimar-se, pela observação da figura 34 que há 
nitidamente aumento do p65 no núcleo. 
De todos os flavonóides estudados nesta fase do trabalho e, mais uma vez, fazendo a ressalva 
ao reduzido número de ensaios, a quercetina é o único flavonóide que parece inibir a 
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translocação do p65-NF-kB para o núcleo. A miricetina com mais alguns ensaios e, 
consequentemente a diminuição da barra de erro, parece ser um flavonóide que poderá, 
também, inibir a translocação do p65 para o núcleo. 
No que diz respeito aos níveis proteicos de IkBα, mesmo fazendo a ressalva do pequeno 
número de ensaios, é nítido que os valores obtidos para os ensaios com os flavonóides são 
baixos e da mesma ordem de grandeza dos do controlo, isto é, dos obtidos com células 
incubadas só com LPS. Estes resultados, indicam que a via do NF-kB está activa pela 
estimulação do receptor com o LPS e, que os flavonóides não estarão a actuar nem ao nível do 
receptor nem ao nível da degradação do IkBα 
 
2.5. Discussão 
Os mecanismos que estão relacionados com os benefícios dos flavonóides para a saúde 
humana parecem estar ligados ao poder antioxidante mas, também, a propriedades capazes 
de modelar a actividade de cinases que participam em vias de transdução de sinal. A segunda 
parte do trabalho teve como objectivo o estudo do efeito dos flavonóides na activação do 
factor de transcrição NF-kB em células estimuladas por LPS.  
No processo clássico de activação do NF-κB, a célula é activada por uma variedade de 
estímulos que se ligam a diferentes receptores e apesar de sinalizarem diferentes proteínas 
adaptadoras, todos eles convergem na activação do complexo IκB cinase (IKK) por fosforilação. 
Uma vez activo o complexo IKK fosforila a subunidade IκBα marcando a proteína IκB para 
ubiquitinação e subsequente degradação proteolítica pelo proteossoma 26S. Este processo 
leva à libertação do NF-κB e à sua consequente translocação para o núcleo, onde regula a 
transcrição de vários genes muito importantes na inflamação. Os flavonóides poderiam actuar 
em vários pontos desta via.  
Para o estudo da acção dos flavonóides no factor de transcrição NF-kB foi utilizado uma linha 
celular de origem cancerígena sendo por isso importante perceber se existe alguma alteração 
de expressão das vias em estudo. Zarember e Godowski (2010), após estudo dos TLRs tanto 
em células do sangue periférico como na linha celular THP-1, referem que as células THP-1 
regulam os níveis de mRNA apenas em resposta a estímulos como sejam LPS, lipoproteínas 
bacterianas e citocinas. E, nos vários artigos consultados, não foi encontrada referência a 
níveis elevados da expressão dos receptores TLR4 para as células THP-1. No entanto, também 
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com a realização dos controlos de ensaios adequados, estas eventuais diferenças acabam por 
se dissuadir. 
 
Neste trabalho e de acordo com o que seria de esperar, por western blot, a estimulação das 
células THP-1 com LPS provocou um aumento do p65-NF-kB no núcleo e uma diminuição do 
IkB-α no citoplasma. Na presença dos flavonóides quercetina e miricetina, e ressalvando mais 
uma vez o pequeno número de experiências, parecem ser dos flavonóides estudados, os 
únicos que inibiram a translocação do p65-NF-kB para o núcleo. No que diz respeito aos níveis 
proteicos de IkBα no citoplasma, ao contrário do que seria de esperar, os valores obtidos são 
significativamente mais baixos (da ordem de grandeza dos obtidos para as células incubadas só 
com LPS) aos observados para as células na ausência de estímulo (LPS). Isto parece indicar que 
apesar do p65-NF-kB ter permanecido no citoplasma (houve diminuição no núcleo) a proteína 
IkBα foi degradada. Isto é, após a activação das células com LPS e na presença de flavonóide, a 
proteína IkBα foi fosforilada (pela cinase do IkB) e posteriormente degradada no proteossoma 
26S libertando o NF-kB que, foi impedido de migrar para o núcleo. Os flavonóides parecem não 
ter impedido a dissociação do NF-kB das proteínas IKB, que seguiram para ubiquitação mas, no 
entanto impediram a sua translocação para o núcleo. Várias hipóteses podem ser postas na 
tentativa de arranjar uma explicação para o efeito observado. O flavonóide pode ter-se ligado 
ao NF-kB impedindo a sua migração para o núcleo, ou, o flavonóide inibiu o receptor do 
p65NF-kB no núcleo.  
Uma forma de poder esclarecer as 2 hipóteses atrás mencionadas era fazer a quantificação do 
p65-NF-kB no citoplasma nas várias condições experimentais ensaiadas. Esta quantificação é, 
no entanto, difícil, porque a concentração de proteínas totais no citoplasma é muito superior à 
do núcleo tornando difícil a quantificação de pequenas variações nos níveis de p65-NF-kB no 
citoplasmas. Deste modo, uma translocação de uma determinada quantidade de p65 do 
citoplasma para o núcleo reflectir-se-á mais no núcleo que no próprio citoplasma. Esta foi a 
razão que fez com que à partida não se tivesse equacionado fazer o doseamento do p65-NF-kB 
no citoplasma. Em estudos futuros, e confirmando-se os resultados obtidos, há que optimizar 
o ensaio para a determinação do p65-NF-kB no citoplasma. 
A ligação do flavonóide ao receptor do estímulo (LPS) teria como consequência não haver 
qualquer alteração nos níveis de p65-NF-kB no núcleo e de IκBα no citoplasma, em relação aos 
valores quantificados na ausência de LPS e de flavonóide. Esta hipótese deve ser descartada 
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uma vez que se observaram alterações nos níveis daquelas proteínas (na presença de LPS e de 
flavonóide) em relação aos ensaios efectuados na ausência de LPS e de flavonóide.  
Os flavonóides poderiam, também, ligar-se à cinase IKK inibindo a sua activação e, por sua vez, 
inibindo a fosforilação da proteína IκBα que não ficaria marcada para ubiquitinação e 
subsequente degradação proteolítica pelo 26S proteossoma. Os resultados obtidos, também, 
anulam esta hipótese, uma vez que se observou na presença de LPS e de flavonóides níveis 
baixos de IκBα, o que significa que a via de degradação desta proteína está activa. 
A comparação com outros estudos referidos na literatura não é fácil, uma vez que nem sempre 
se usam o mesmo tipo de células e as concentrações de flavonóide são, também, diferentes. 
Mesmo quando se usa o mesmo tipo de células, à medida que vão envelhecendo, ou seja, à 
medida que vai aumentando o número de passagens, aumenta a probabilidade de as células 
sofrerem mutações, o que pode levar a diferenças no seu comportamento. No entanto, na 
maior parte dos estudos analisados os resultados indicam uma acção inibidora dos flavonóides 
na activação do NF-kB. Estudos com os flavonóides quercetina, isorametina e canferol, na 
concentração de 100µM, em células J774 activadas por LPS, demonstraram que aqueles 
compostos inibiam a activação do NF-kB sendo a quercetina o mais eficaz (Hamanainem et al, 
2006). Noutro estudo, também se demonstrou que a quercetina e o canferol, testados em 
concentrações de 5 a 200 μM, inibem a activação do NF-kB, através da diminuição da 
degradação do IkB-α pela inibição a montante do complexo IKK (García-Mediavilla, 2006). 
Estudos com outro tipo de compostos (glucocorticoiddes, anti-inflamatórios não-esteroides), 
também, demonstraram que a inibição da activação do NF-kB se dava reprimindo a 
degradação do IkB, através ou da inibição do complexo IKK ou inibição da função do 
proteosoma (Yamanoto e Graynor, 2001). 
 
Nos estudos de transfecção das células THP-1 com um vector repórter com elevada afinidade 
para o local kB observou-se, na presença de LPS, uma activação elevada do seu promotor e, 
pelo contrário, ao utilizar-se um vector com baixa afinidade para o local kB observou-se, na 
presença de LPS, uma activação baixa do seu promotor. Os resultados evidentes (claros) 
obtidos constituíram uma boa base para o estudo do efeito dos flavonóides na regulação do 
promotor específico do NF-kB. 
A discussão que se segue constitui apenas uma aproximação, tendo em conta o número 
reduzido de ensaios e os desvios padrões elevados obtidos para alguns flavonóides. A 
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miricetina, o canferol e a isorrametina, tiveram um comportamento que parece inibir a 
activação do promotor do NF-kB nas células THP-1 activadas por LPS. O comportamento da 
miricetina está de acordo com a análise por Western blot onde se observou uma inibição da 
translocação do p65-NF-kB para o núcleo. Assim, pode pensar-se que a acção do flavonóide 
estará a ocorrer na via, a montante da translocação do p65-NF-kB para o núcleo, pois níveis 
mais baixos de p65 levam a uma menor activação do promotor do NF-kB. O efeito do canferol 
não foi quantificado devido ao facto de se ter realizado apenas um ensaio por western blot, no 
entanto, como foi referido na apresentação de resultados, a análise directa da electroforese 
(figura 34) sugere que existe uma elevada concentração de p65 no núcleo. Assim, os 
resultados obtidos leva a especular que o flavonóide poderá estar a exercer o seu efeito 
aquando da ligação do p65-NF-kB ao DNA, quer seja porque o flavonóide se possa ter ligado ao 
local kB ou ligado directamente ao p65-NF-kB. A isorrametina parece ter um efeito semelhante 
ao canferol em ambos os métodos, no entanto com uma incerteza ainda maior devido ao 
desvio padrão elevado na quantificação do p65-NF-kB no núcleo. 
Pelo contrário, a quercetina e a taxifolina parece não inibir a activiação do promotor do NF-kB 
nas células THP-1 activadas por LPS. No entanto, para a quercetina parece haver uma 
diminuição no nível de p65-NF-kB no núcleo. Com estes resultados, parece que este flavonóide 
apesar de reduzir ligeiramente a translocação de p65 para o núcleo, essa redução parece não 
ser suficiente para levar a um efeito inibitório da activação do promotor do NF-kB. A taxifolina, 
à semelhança da miricetina, parece ter resultados concordantes para os dois métodos, mas 
para a situação inversa, ou seja, não inibe a translocação do p65-NF-kB para o núcleo nem se 
observa diminuição da activação do promotor do NF-kB. 
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Neste trabalho estudaram-se propriedades dos flavonóides quercetina, miricetina, canferol e 
taxifolina responsáveis por algumas das suas acções anti-inflamatórias, nomeadamente a 
capacidade para reagirem com o HOCl e os seus efeitos na activação celular do factor de 
transcrição NF-kB. 
O estudo da captação de HOCl, produzido por neutrófilos activados, foi efectuado através de 
ensaios de competição, com base na cloração da taurina e na oxidação da sonda APF seguida 
por espectrofluorimetria e por citometria de fluxo. Através do método da cloração da taurina, 
a quercetina e a miricetina apresentaram valores de IC50 muito semelhantes. Estes flavonóides 
são estruturalmente muito semelhantes e ambos têm as características estruturais necessárias 
para serem bons captadores de HOCl. No método da oxidação da sonda APF avaliada por 
espectrofluorimetria, os valores de IC50 obtidos para a quercetina e miricetina foram, tal como 
no método da cloração da taurina, muito semelhantes. Através de citometria de fluxo, a 
quercetina apresentou um valor de IC50 inferior ao da miricetina, provavelmente devido ao 
facto da miricetina ser mais hidrofila do que a quercetina e, por isso, a sua entrada para dentro 
da célula torna-se mais difícil captando menos HOCl.  
O estudo do efeito dos flavonóides na activação do factor de transcrição NF-kB numa linha 
celular (THP-1), estimulada por LPS, foi feito através dum ensaio de transfecção da linha celular 
com um plasmídeo repórter-kB e através da análise quantitativa, por Western blot, das 
proteínas p65-NF-kB e IKBα, respectivamente nas fracções nuclear e citoplamática. Nos 
estudos de transfecção das células THP-1 com um vector repórter com elevada afinidade para 
o local kB observou-se, na presença de LPS, uma activação elevada do seu promotor. A 
miricetina, o canferol e a isorrametina, tiveram um comportamento que parece inibir a 
activiação deste promotor do NF-kB. Pelo contrário, a quercetina e a taxifolina parecem não 
inibir a activiação do promotor do NF-kB nas células THP-1 activadas por LPS. A estimulação 
das células THP-1 com LPS provocou um aumento do p65-NF-kB no núcleo e uma diminuição 
do IkB-α no citoplasma significativos. A quercetina e a miricetina foram dos flavonóides 
estudados, os únicos que inibiram a translocação do p65-NF-kB para o núcleo. No que diz 
respeito aos níveis proteicos de IkBα no citoplasma, ao contrário do que seria de esperar, os 
valores obtidos são significativamente mais baixos aos observados para as células na ausência 
de LPS. 
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Resumo 
Apesar das doenças inflamatórias estarem na base de diversas patologias, ainda não foi 
encontrada uma terapia adequada e universal para o tratamento das mesmas. As terapias 
anti-inflamatórias esteróides e não-esteróides tradicionais, ainda, não respondem eficazmente 
ou têm muitos efeitos colaterais associados. O ácido hipocloroso (HOCl) é um oxidante forte 
produzido por neutrófilos e monócitos activados e desde há muito tempo que lhe é 
reconhecido um papel fundamental no processo inflamatório. Embora a formação de HOCl 
tenha como finalidade matar os microrganismos invasores dentro do fagossoma, pode ser 
libertado para fora da célula e levar à lesão dos tecidos contribuindo, deste modo, para a 
patogénese de doenças inflamatórias. Considerou-se, por isso, importante estudar as 
propriedades anti-inflamatórias de alguns flavonóides, em relação à captação de HOCl gerado 
por neutrófilos activados ex vivo, bem como os seus efeitos na activação do factor de 
transcrição NF-κB.  
Em relação à captação de HOCl, para cada flavonóide foram determinados valores de IC50, 
através de diferentes métodos de competição: cloração da taurina e oxidação da sonda 3-
aminofenilfluoresceína (APF), que foi seguida por espectrofluorimetria e citometria de fluxo. A 
miricetina e a quercetina apresentaram uma elevada actividade antioxidante com valores de 
IC50 semelhantes, apresentando características estruturais semelhantes que lhe permite ter 
um efeito protector em relação às reacções mediadas pelo HOCl. 
Estudou-se, também, a capacidade dos flavonóides induzirem variações na activação do NF-κB 
em células monocíticas THP-1 activadas por LPS por duas técnicas. Na transfecção com um 
plasmideo, acoplado ao gene repórter-kB, com uma sequência com elevada afinidade para o 
NF-kB e estimulação com LPS, observou-se uma elevada activação do promotor do NF-kB. No 
entanto, a presença de flavonóides (miricetina, canferol e isorrametina) leva a uma 
dimimuição da activação do promotor. De acordo com estes resultados observou-se, através 
da análise por western blot, uma diminuição da migração nuclear do p65-NF-kB, na presença 
de quercetina e miricetina.  
Estes resultados sugerem que os flavonóides estudados podem exercer efeitos anti-
inflamatórios, através da captação de HOCl e da inibição da activação do NF-κB. 
Palavras-chave: inflamação; flavonóides; HOCl, neutrófilos, células THP-1 e NF-κB  
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Abstract 
Although inflammation underlies a large number of different diseases, a universal anti-
inflammatory curative therapy has not been achieved yet. Indeed, the traditional steroidal or 
non-steroidal anti-inflammatory therapies are either not enough or associated with too many 
side effects. Hypochlorous acid (HOCl) is a powerful oxidant produced by stimulated 
neutrophils and monocytes and has long been recognized to play an important role in the 
inflammatory process. Although this toxic specie is generated with the aim of killing the 
invading microorganisms, inside the phagosome, it can also be released to the outside of the 
cell, where it may damage normal tissue and thus contribute to the pathogenesis of 
inflammatory diseases. Therefore it was considered of interest to study anti-inflammatory 
properties of some flavonoids towards the scavenging of HOCl generated by ex vivo activated 
human neutrophils, as well as their effects on the activation of the transcription factor NF-κB.  
In the HOCl scavenging assays, for each flavonoid, different IC50 values were obtained, when 
assessed through different competition methods: taurine chlorination and oxidation of 3-
aminophenilfluorescein (APF) probe, which was followed by spectrofluorimetry and flow 
cytometry. Myricetin and quercetin showed high antioxidant activity with similar IC50 values, 
since they are analogs and possess those structural features that are determinant on the 
protection against HOCl 
The ability of flavonoids to induce changes in the activation of NF-κB in THP-1 cells activated by 
LPS was also examined using two different approaches. When cells were transfected with a 
plasmid coupled to a luciferase reporter gene containing a kB sequence with high affinity for 
NF-kB and stimulated by LPS, high activation on NF-kB promoter was achieved. In the presence 
of some flavonoids (myricetin, kaempferol and ishoramnetin) a decrease on activation of NF-
kB promoter was observed. Accordingly, it was observed by western blot analysis, a decrease 
in p65-NF-kB nuclear migration in the presence of myricetin and quercetin.  
These results suggest that the studied flavonoids may exert anti-inflammatory effects through 
the scavenging of HOCl and some of them through the inhibition of NF-κB activation.  
Keywords: inflammation; neutrophils; THP-1 cells; flavonoids; HOCl; NF-κB  
 vii 
 
Índice 
INTRODUÇÃO ________________________________________________________________ 1 
1. Flavonóides ___________________________________________________________ 2 
1.1. Estrutura e Nomenclatura ____________________________________________ 2 
1.2. Fonte de Flavonoides ________________________________________________ 3 
1.3. Metabolismo e Biodisponibilidade ______________________________________ 4 
1.4. Actividade anti-oxidante _____________________________________________ 5 
1.5. Interacção com cascatas de sinalização __________________________________ 7 
2. Inflamação ____________________________________________________________ 8 
2.1. Células do sistema imunológico ________________________________________ 9 
2.1.1. Granulócitos __________________________________________________ 10 
2.1.1.1. Neutrofilos _________________________________________________ 12 
2.1.2. Monócitos ___________________________________________________ 14 
2.2. Fagocitose _______________________________________________________ 15 
2.2.1. Migração, extravasão ereconhecimento ____________________________ 16 
2.2.2. Activação das células fagociticas __________________________________ 17 
2.3. Mediadores de acção microbicida produzidos pelas células fagociticas ________ 18 
2.3.1. Mediadores produzidos dependentes do oxigénio ____________________ 19 
2.3.2. Mediadores produzidos independente do oxigénio ___________________ 22 
3. NF-kB _______________________________________________________________ 24 
3.1. Factor de Transcrição _______________________________________________ 24 
3.2. NF-kB e IkB _______________________________________________________ 24 
3.3. Activação do NF-kB_________________________________________________ 26 
3.4. Genes Alvos ______________________________________________________ 29 
3.5. Efeitos Lesivos ____________________________________________________ 30 
3.6. Bloqueadores _____________________________________________________ 31 
4. Células THP-1 _________________________________________________________ 33 
OBJECTIVO _________________________________________________________________ 35 
MATERIAIS E MÉTODOS ______________________________________________________ 37 
1. Avaliação da captação, por flavonoides, do HOCl produzido por neutrófilos activados 
por PMA _________________________________________________________________ 38 
1.1. Materiais e Reagentes ______________________________________________ 38 
1.2. Isolamento de Neutrofilos ___________________________________________ 38 
1.3. Determinação da viabilidade celular ___________________________________ 39 
1.4. Cloração Taurina __________________________________________________ 40 
1.5. Oxidação Sonda Fluorescente APF _____________________________________ 42 
1.5.1. Detecção da oxidação da sonda APF por espectrofluorimetria ___________ 43 
1.5.2. Detecção da oxidação da sonda APF por citometria fluxo _______________ 44 
2. Acção dos flavonóides na activação do factor de transcrição NF-kB _____________ 47 
2.1. Materiais e Reagentes ______________________________________________ 47 
 viii 
 
2.2. Toxicidade Flavonoides _____________________________________________ 48 
2.3. Transfecção da Linha Celular THP-1 ____________________________________ 49 
2.3.1. Optimização da Transfecção utilizando o vector GFP __________________ 52 
2.3.2. Transfecção das células THP-1 com os plasmídeos repórter-kB __________ 53 
2.4. Análise da activação do factor de transcrição NF-kB, por Western blot ________ 54 
2.4.1. Preparação dos extractos citoplasmáticas e nucleares _________________ 54 
2.4.2. Análise das proteínas citoplasmáticas e nucleares por Western blot ______ 56 
APRESENTAÇÃO E DISCUSSÃO DE RESULTADOS ___________________________________ 58 
1. Avaliação da captação, por flavonoides, do HOCl produzido por neutrófilos activados 
por PMA _________________________________________________________________ 59 
1.1. Cloração Taurina __________________________________________________ 59 
1.2. Detecção da oxidação da sonda APF por espectrofluorimetria _______________ 61 
1.3. Detecção da oxidação da sonda APF por citometria de fluxo ________________ 64 
1.4. Quadro Resumo dos Resultados obtidos e Discussão ______________________ 67 
2. Acção dos flavonoides na activação do factor de transcrição NF-kB nas células THP-1 
estimuladas por LPS________________________________________________________ 71 
2.1. Avaliação da toxicidade do LPS e dos flavonóides para as células THP-1 _______ 71 
2.2. Estudo da eficiência da transfecção das células THP-1, através do plasmideo GFP 73 
2.3. Transfecção das células THP-1 utilizando um plasmideo repórter-kB para o estudo 
do efeito dos flavonóides na regulação do promotor específico do NF-kB ____________ 74 
2.4. Estudo do efeito dos flavonóides na activação do factor de transcrição NF-kB nas 
células THP-1 activadas por LPS, por Western-blot. _____________________________ 76 
2.5. Discussão ________________________________________________________ 78 
CONCLUSÃO ________________________________________________________________ 82 
BIBLIOGRAFIA ______________________________________________________________ 84 
  
 ix 
 
Índice de Figuras 
Figura 1 - Estrutura da hidroxicalcona _____________________________________________ 2 
Figura 2 – Estrutura geral dos flavonóides _________________________________________ 3 
Figura 3 – Características estruturais importantes para actividade antioxidante dos flavonóides
 ___________________________________________________________________________ 6 
Figura 4 - Mecanismos de Defesa do Sistema Imune  _________________________________ 8 
Figura 5 - Origem das Células do Sistema Imune  ___________________________________ 10 
Figura 6- Morfologia típica dos granulócitos  ______________________________________ 11 
Figura 7 - Morfologia típica de um monocito representado à esquerda e de um macrofago, 
representado à direita. ________________________________________________________ 14 
Figura 8 – Ingestão e morte dos microrganismos invasores durante a fagocitose  _________ 15 
Figura 9: Burst respiratório dos fagócitos. _________________________________________ 18 
Figura 10: Acção dos enzimas fagocíticos na geração de espécies reactivas de oxigénio  ____ 19 
Figura 11: Activação do NADPH oxidase.  _________________________________________ 20 
Figura 12: Modelo genérico da activação do NF-kB.  ________________________________ 25 
Figura 13: Vias clássica e alternativa de activação do NF-kB.  _________________________ 27 
Figura 14: Ligandos que são reconhecidos pelo família dos TLR.  _______________________ 28 
Figura 15: A activação do NF-kB pelo TLR5 necessita de Nox4 dependente da formação de ROS.
 __________________________________________________________________________ 29 
Figura 16: Representação esquemática da via clássica e alternativa de activação do NF-kB e os 
possíveis locais de inibição _____________________________________________________ 32 
Figura 17: Estrutura da Taurina _________________________________________________ 40 
Figura 18: Esquema reaccional para oxidação da Taurina pelo HOCl e a sua detecção pelo 
método do TMB na presença de KI ______________________________________________ 41 
Figura 19 – Oxidação da sonda APF pelo HOCl.  ____________________________________ 43 
Figura 20: Distribuição das várias subpopulações de leucócitos presentes em solução, de 
acordo com os respectivos valores de FS e SS. ______________________________________ 45 
Figura 21: Conversão da resazurina a resorufina. A resazurina, não fluorescente, é convertida 
em resorufina, fluorescente, ao ser reduzida. ______________________________________ 49 
Figura 22: vector pGL3  _______________________________________________________ 51 
Figura 23: Bioluminescência resultante da reacção da luciferase firefly com o substrato 
luciferina e bioliminescência resultante da reacção da luciferase renilla com substrato 
colenterazina _______________________________________________________________ 54 
 x 
 
Figura 24: Estrutura geral dos flavonóis, quercetina (a) e miricetina (b). _________________ 59 
Figura 25: Efeito da concentração de flavonóide na cloração da taurina mediada pelo HOCl 
produzido por neutrófilos activados ex vivo por PMA. ________________________________ 60 
Figura 26: Estruturas do flavonol canferol (a) e da flavanona taxifolina (b). ______________ 61 
Figura 27: Efeito dos flavonóides estudados, quercetina (a), miricetina (b), canferol (c) e 
taxifolina (d), na oxidação da sonda APF ao longo do tempo, mediada pelo HOCl produzido por 
neutrófilos activados ex vivo por PMA, detectada por espectrofluorimetria. ______________ 62 
Figura 28: Efeito da concentração dos flavonóides quercetina, miricetina e taxifolina na 
oxidação da sonda APF por HOCl produzido por neutrófilos activados ex vivo por PMA, 
detectada por espectrofluorimetria. _____________________________________________ 63 
Figura 29: Efeito da presença dos flavonóides na fluorescência emitida pela sonda APF, oxidada 
pelo HOCl produzido por neutrófilos activados, ex vivo, por PMA. ______________________ 65 
Figura 30: Efeito da concentração da quercetina, miricetina na oxidação da sonda APF, 
detectada por citometria de fluxo, mediada pelo HOCl produzido por neutrófilos activados ex 
vivo por PMA _______________________________________________________________ 66 
Figura 31: Estudo da toxicidade dos flavonóides para as células THP-1 na ausência (a) e na 
presença de LPS (b), avaliada através do indicador de viabilidade celular alamar blue. _____ 72 
Figura 32: Validação da utilização de um plasmídeo repórter-kB para testar a activação do 
promotor específico do NF-kB. __________________________________________________ 74 
Figura 33: Efeito dos flavonóides na activação do promotor específico do NF-kB nas célula THP-
1 estimuladas por LPS. ________________________________________________________ 75 
Figura 34: Efeito da presença de flavonóides nos níveis das proteínas IkB-α no citoplasma e p65 
no núcleo de células THP-1, activadas por LPS. _____________________________________ 76 
Figura 35: Efeito da presença de flavonóides nos níveis das proteínas p65 no núcleo (a) e IkB-α 
no citoplasma (b) de células THP-1 activadas por LPS. _______________________________ 77 
 
  
 xi 
 
Índice de Quadros 
Quadro 1 - Estrutura das várias classes de flavonóides e fontes na dieta __________________ 4 
Quadro 2 – Percentagens normais dos granulócitos existentes no sangue de um adulto  ____ 12 
Quadro 3 -  Enzimas e outros constituintes dos grânulos dos neutrófilos humanos  ________ 13 
Quadro 4 – Mediadores da actividade microbicida e citotóxica dos neutrófilos e macrófagos 19 
Quadro 5: Genes Regulados pelo NF-kB  __________________________________________ 30 
Quadro 6: Funções de fagócitos mononucleares humanos  ___________________________ 33 
Quadro 7: Antigénios e recpetores identificados na linha celular THP-1  _________________ 34 
Quadro 8: Sequências kB inseridas no plasmideo  ___________________________________ 51 
Quadro 9: Diluições dos anticorpos primários utilizados no Western Blot ________________ 57 
Quadro 10: Valores dos parâmetros obtidos da curva de calibração traçada, através de uma 
regressão linear pelo método dos mínimos quadrados, para a determinação da concentrações 
de Cltau. ___________________________________________________________________ 60 
Quadro 11:  Valores de IC50 obtidos para os flavonóides quercetina e miricetina no estudo da 
captação de HOCl, produzidos por neutrófilos activados ex vivo por PMA, e determinados pela 
cloração da Taurina. __________________________________________________________ 61 
Quadro 12: Valores de IC50 obtidos para os flavonóides quercetina, miricetina e taxifolina no 
estudo da captação de HOCl, produzido por neutrófilos activados ex vivo por PMA, 
determinados através da da oxidação da sonda APF, detectada por espectrofluorimetria. ___ 64 
Quadro 13: Valores de IC50 obtidos para os flavonóides no estudo da captação de HOCl, 
produzido por neutrófilos activados ex vivo por PMA, determinados através da oxidação da 
sonda APF, detectada por citometria de fluxo.  _____________________________________ 67 
Quadro 14: Quadro Resumo dos valores de IC50 obtidos para as diferentes técnicas. Valores 
calculados a partir da equação ajustada aos pontos experimentais. δ – desvio padrão 
associado ao valor de IC50. _____________________________________________________ 68 
Quadro 15: Eficiência da transfecção das células THP-1 com o plasmideo GFP. As células THP-1 
foram transfectadas nas diferentes condições indicadas e a Eficiência da transfecção e a 
viabilidade celular foram determinadas por citometria de fluxo. _______________________ 73 
  
 xii 
 
Abreviaturas 
APF – 3-aminofenilfluoresceína (do inglês 3-aminophenilfluorescein) 
ATP – trifosfato de adenosina (do inglês adenosine triphosphate) 
BSA – albumina de soro bovino (do inglês bovine serum albumine) 
Cltau – clorotaurina 
DAG – diacilglicerol 
DMF – dimetilformamida 
DNA – ácido desoxirribonucleico (do inglês desoxyribonucleic acid) 
DTT – ditiotreitol 
EDTA – ácido etilenodiaminotetraacético (do inglês ethylenediamine tetraacetic acid) 
ERN – espécie reactiva de azoto 
ERO – espécie reactiva de oxigénio 
FBS – soro de bovino fetal (do inglês fetal bovine serum) 
FS - do inglês Forward Scatter 
GDP – difosfato de guanosina (do inglês guanosine 5’-diphosphate) 
GTP – trifosfato de guanosina (do inglês guanosine 5-triphosphate) 
IKK – cinase do IκB (do inglês IκB kinase) 
IP3 – 1,4,5-trifosfato de inositol (do inglês inositol 1,4,5-triphosphate) 
IκB – inibidores do NF-κB (do inglês inhibitors of NF-κB) 
IRAK inglês IL-1R-associated kinase 
KR – Krebs Ringer 
LPS – lipopolissacárido 
MPO – mieloperoxidase 
NADPH – do inglês nicotinamide adenine dinucleotide phosphate 
NEMO – modulador essencial do NF-κB (do inglês NF-κB essencial modulator) 
NIK -  do inglês NF-kB inducing kinase 
NF-κB – factor nuclear κB (do inglês nuclear factor kappa-B) 
 xiii 
 
NK – do ingles natural killer 
PAGE – electroforese em gel de poliacrilamida (do inglês polyacrilamide gel electrophoresis) 
PAMPs – padrões moleculares associados a patogénios (do inglês pathogen-associated 
molecular patterns) 
PBS – tampão de fosfatos salino (do inglês phosphate buffered saline) 
PIP2 – fosfatidilinositol 4,5-bifosfato (do inglês phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate) 
PKC – proteína cinase C (do inglês protein kinase C) 
PLC – fosfolipase C (do inglês phospholipase C) 
PMA – forbol-13-miristato-12-acetato (do inglês phorbol-13-miristate-12-acetate) 
PMSF – fenilmetanosulfonilfluoreto (do inglês phenylmethanesulphonylfluoride) 
PRMs -  do inglês pattern-recognition molecules  
PRRs – receptores de reconhecimento de padrões (do inglês pattern recognition receptors) 
PSA – perssulfato de amónia (do inglês ammonium persulphate) 
RHD – domínio de homologia ao Rel (do inglês rel homology domain) 
SDS – dodecil sulfato de sódio (do inglês sodium dodecyl sulphate) 
SOD – superóxido dismutase 
SS - do inglês Side Scatter 
TRAF6 -  do inglês tumour necrosis factor receptor associated factor 6 
TEMED – tetrametiletilenodiamina (do inglês N,N,N’N’-tetramethylethylenediamine) 
TIR – do inglês Toll/IL-1R/Resistance 
TLR – do inglês Toll-like receptor 
TMB – tetrametilbenzidina (do inglês 3,3’,5,5’-tetramethilbenzidine) 
 
 
  
1 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Introdução 
  
Introdução 
2 
 
1. Flavonóides 
Os flavonóides constituem um grupo de cerca de 4000 compostos polifenólicos naturais, 
ubíquos nas plantas, que estão presentes em diversos alimentos e bebidas que fazem parte da 
nossa dieta tais como os vegetais, a fruta, o chocolate, o chá, o vinho e o café. Constituem os 
pigmentos responsáveis pela explosão outonal de cores e das muitas tonalidades de amarelo, 
laranja e vermelho das flores (Middleton et al, 2000; Gomes et al., 2008). 
Desde há muito tempo que os flavonóides são reconhecidos como possuindo actividade anti-
inflamatória, anti-alérgicas, anti-virais, anti-cancerígenas, entre outras (Mddleton et al, 2000; 
Williams et al , 2004; Gomes et al., 2008). Por este motivo, considera-se que estes compostos 
possuem efeitos benéficos nas doenças associadas ao envelhecimento tais como as doenças 
cardiovasculares, doenças neurodegenerativas e algumas formas de cancro. Estes efeitos 
benéficos para a saúde têm sido atribuídos principalmente aos seus efeitos anti-oxidantes. 
Contudo, torna-se evidente que o mecanismo de acção dos flavonóides se estende muito para 
além da modulação do stress oxidativo e os seus efeitos protectores parecem estar, também, 
relacionados com a modulação intracelular de vias de sinalização que são essenciais para o 
funcionamento da célula (Gomes et al., 2008).  
 
1.1. Estrutura e Nomenclatura 
Os flavonóides naturais derivam de uma via biossintética comum que converge na formação 
do primeiro flavonóide, a 2-hidroxicalcona (Figura 1). (Gomes et al., 2008).  
 
 
Figura 1 - Estrutura da hidroxicalcona (adaptado de Gomes et al, 2008)  
 
Este flavonóide constitui o core central a partir do qual se formam todos os outros flavonóides 
através da ciclização do anel da 2-hidroxicalcona. São caracterizados por possuírem 2 aneis 
aromáticos (A e B) que estão ligados por 3 átomos de carbono que se combinam com um 
átomo de oxigénio e 2 átomos de carbonos do anel aromático A para formar um terceiro anel 
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heterocíclico (C) (Figura 2) (Pietta e tal, 2000; Heim et al, 2002, Beecher e tal, 2003; Manach et 
al,2004; Gomes et al., 2008). 
 
Figura 2 – Estrutura geral dos flavonóides (Pietta el al, 2000) 
 
Os flavonóides podem agrupar-se em 7 classses, de acordo com o padrão de oxidação do anel 
C e dos seus grupos substituintes, bem como da ligação do anel B ao anel C. O anel C pode ser 
um pirano heterocíclico dando origem aos flavanóis ou catequinas (sem ligações insaturadas 
no anel C) e às antocianidinas (com 2 ligações duplas no anel C). O anel C, também, pode ser 
uma pirona originando as restantes classes: flavonóis (com 1 ligação dupla C2=C3 e um grupo 3-
OH), flavonas (com 1 ligação dupla C2=C3), flavanonas (sem a dupla ligação C2=C3) e isoflavonas 
(com 1 ligação dupla C2=C3 mas a ligação ao anel B é feita pelo C3 do anel C). (Beecher et al, 
2003; Manach et al, 2004; Gomes et al., 2008). Finalmente considera-se haver uma nova 
classe, os neoflavonóides que possuem algumas diferenças em relação aos flavonóides cujo 
anel C é uma pirona, isto é, o grupo carbonilo está no C2 em vez de estar no C4, a dupla ligação 
é entre C3=C4 e a ligação ao anel B faz-se através do C4 do anel C. (Gomes et al., 2008) 
 
1.2. Fonte de Flavonoides 
Os flavonóides encontram-se amplamente distribuídos em alimentos e bebidas derivadas das 
plantas, tais como as frutas, os vegetais, o chá, o chocolate e o vinho. Como já foi referido, o 
consumo de flavonóides tem sido associado a diversos efeitos benéficos para a saúde humana, 
no entanto, os valores que devem ser ingeridos ainda não são consensuais. 
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Quadro 1 - Estrutura das várias classes de flavonóides e fontes na dieta (adaptado de Heim et al 2002) 
Classe Fontes na Dieta Estrutura Geral 
Flavanóis Chá 
 
Flavonas Vinho tinto 
Pele do tomate 
Pele dos frutos 
Pimenta vermelha  
Flavonóis Brócolos 
Chá preto 
Tomato 
Vinho tinto 
Azeite 
Chá 
 
Flavanonas Laranja 
Limão 
 
Isoflavonas Soja 
 
Antocianidinas Cereja 
Morango 
 
 
 
1.3. Metabolismo e Biodisponibilidade  
A maioria dos flavonóides ingeridos na dieta encontram-se glicosilados e não podem ser 
absorvidos na sua forma nativa. Estes compostos terão de ser hidrolizados por enzimas 
intestinais ou microflora do cólon antes de serem absorvidos. Quando a microflora está 
envolvida a eficiência de absorção está comprometida pois da sua acção sobre os compostos 
que não estão glicosilados origina compostos aromáticos simples. No decorrer da absorção os 
compostos são conjugados no intestino delgado e posteriormente no fígado sofrendo reacções 
de metilação, glucuronização e sulfatação, processo comum a muitos xenobioticos e que 
permite a diminuição do efeito tóxico e assim a sua eliminação, biliar ou urinária por aumento 
do carácter hidrófilo. No processo de eliminação biliar pela circulação entero-hepática pode 
levar a que o composto polifenolico permaneça mais tempo no corpo. Os compostos 
polifenolicos e os seus derivados estão extensivamente ligados à albumina que leva a baixa 
biodisponilibidade (Manach et al, 2004; Gomes et al., 2008) 
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A percentagem de absorção dos flavonóides regra geral não excede uma pequena 
percentagem da dose ingerida, sendo que a composição da comida pode ser um factor 
importante que afecta a biodisponibilidade. Podem ligar-se proteínas que reduzem a sua 
disponibilidade e, pelo contrário, o álcool pode aumentar. Durante a absorção intestinal os 
uma parte dos flavonoides sofrem reacções de sulfação e glucoroniazação. A pequena fracção 
que é absorvida sofre metabolismo enzimático, resultando em conjugados polares que podem 
ser excretados na urina. Contudo, a maioria dos flavonoides ingeridos não são absorvidos e são 
largamente degradados pela microflora intestinal. Os enzimas bacterianos catalisam uma série 
de reacções podendo, deste modo, originar um número elevado de compostos fenólicos. Estes 
ácidos fenólicos podem ser reabsorvidos e conjugados no fígado e assim entrar em circulação. 
Este aspecto parece ser importante para seu efeito antioxidante por duas razões: primeiro 
porque estes ácidos fenólicos representam uma elevada fracção dos flavonóides ingeridos (30-
60%), e segundo porque em alguns destes ácidos a estrutura catecol tem a capacidade de 
quelatar radicais comparável ao dos seus percursores. (Pietta e tal, 2000) 
 
1.4. Actividade anti-oxidante 
O oxigénio é indispensável para a maior parte dos seres vivos, uma vez que é o aceitador final 
de electrões no processo que gera a energia necessária aos organismos aeróbios. Porém, é 
inevitável a formação de espécies de oxigénio parcialmente reduzidas, como os radicais 
superóxido (O2
•−) e hidroxilo (HO•) e espécies não radicalares como o peróxido de hidrogénio. 
O dioxigénio singuleto (1O2), os radicais peroxilo (ROO
•) e alcoxilo (RO•) e o ácido hipocloroso 
(HOCl) são outros derivados reactivos do dioxigénio. O conjunto destas espécies é geralmente 
designado por espécies reactivas de oxigénio (ERO) (Mira, 2004). Nos organismos aeróbios, 
também, se formam espécies reactivas de azoto (ERN), as quais incluem, entre outras o radical 
óxido nítrico (•NO) e o peroxinitrito (ONOO−). Muitos destes radicais podem ter funções 
fisiológicas importantes, nomeadamente na transdução de sinal e nos processos de defesa dos 
organismos. Porém, quando gerados em excesso, podem lesar as biomoléculas (proteínas, 
DNA e lípidos), contribuindo para os mecanismos de várias doenças e envelhecimento. É claro 
que os organismos aeróbios possuem uma série de sistemas de defesa antioxidante, isto é, 
substâncias que, quando presentes em concentrações baixas em comparação com as de um 
substrato oxidável, atrasam significativamente ou evitam a oxidação desse substrato (Halliwell 
e Gutteridge, 1999). Estas substâncias podem ser anti-oxidantes endógenos (enzimáticos ou 
não enzimáticos) e exógenos (obtidos da dieta) (Pietta et al, 2000).  
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A actividade anti-oxidante dos flavonóides pode resultar da sua capacidade para exercer um 
ou mais dos seguintes efeitos (Gomes et al., 2008; Pietta et al, 2000 ): 
∗ Captar radicais livres 
∗ Reagir com espécies oxidantes não radicalares (HOCl e ONOO-) 
∗ Quelatar metais 
∗ Exercer efeitos sinergéticos com outros antioxidantes 
Vários estudos foram feitos que permitiram estabelecer relações estrutura-actividade em 
relação à captação de espécies radicalares (Bors e Saran, 1987; Rice-Evans et al., 1997; Heim et 
al., 2002; Silva et al., 2002), outras espécies reactivas não radicalares (Santos e Mira, 2004; 
Justino et al., 2009) e na quelatação de metais (Mira et al., 2002; Fernandez et al., 2002). 
Em relação á captação de radicais, as características estruturais que são determinantes para 
que os flavonóides tenham uma elevada actividade antioxidante são as indicadas a seguir 
(Figura 3): 
∗ A presença do grupo orto-catecol no anel B; 
∗ A ligação dupla C2=C3 no anel C que permite a conjugação do anel B com o grupo 4-
oxo e 
∗ Os grupos hidroxilo em C3 (3-OH) e em C5 (5-OH) com o grupo 4-oxo 
 
 
Figura 3 – Características estruturais importantes para actividade antioxidante dos flavonóides 
(adaptado de Rice-Evans et al, 1996) 
 
O grupo orto-catecol no anel B confere uma estabilidade elevada ao radical formado, pois 
permite a formação de uma ponte de hidrogénio com o grupo hidroxilo adjacente. A 
conjugação do anel B ao grupo 4-oxo, através da dupla ligação 2-3, assegura a deslocalização 
electrónica do anel B. A presença dos grupos 3-OH e 5-OH e do grupo 4-oxo permitem a 
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deslocalização electrónica do grupo 4-oxo para ambos os substituintes (Rice-Evans et al., 1996; 
Heim et al., 2002). A combinação de todas estas características estruturais permite uma maior 
deslocalização electrónica conferindo, assim, uma maior estabilidade aos radicais aroxilo. 
A protecção antioxidante conferida pelos flavonóides pode dar-se a vários níveis ao longo de 
uma sequência oxidativa. Podem prevenir a iniciação de reacções em cadeia captando radicais 
iniciadores ou evitar a sua formação por quelatação de metais (antioxidantes preventivos). 
Podem, ainda, interromper o processo oxidativo reagindo com radicais propagadores das 
reacções em cadeia formando um produto estável (antioxidantes de quebra de cadeia) (Mira, 
2004). 
 
1.5. Interacção com cascatas de sinalização 
Como já foi referido, diversos estudos mais recentes têm demonstrado que os flavonóides 
exercem um efeito modulador através de acções selectivas em diferentes componentes das 
cascatas de sinalização como, por exemplo, a fosfoinositol 3-cinase (PI 3-cinase), Akt/PKB 
cinase, tirosina cinases, proteína cinase C (PKC) e MAP cinases. A acção inibitória ou 
estimulatória nestas vias afectam funções celulares por alteração do estado de fosforilação das 
células alvo e/ou por modulação da expressão de genes. (Williams et al,2004; Gomes et al., 
2008). Os efeitos celulares dos flavonóides estão relacionados com a sua capacidade de se 
associarem às células, por interacção com a membrana ou através da passagem para o citosol 
(Williams et al, 2004).  
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2. Inflamação 
A inflamação exprime a resposta dos organismos vivos a uma agressão, isto é, às lesões das 
células e tecidos vascularizados. Uma grande variedade de mecanismos celulares e humorais 
(solúveis) interligados são activados quando a lesão tecidual ou a infecção ocorrem e o 
conjunto de todos estes mecanismos de defesa que o nosso organismo dispõe constitui o 
sistema imunitário ou imunidade. Este processo de reacção do sistema imunológico pode 
sistematizar-se em dois tipos de respostas inter-relacionadas e funcionalmente definidas: a 
resposta imunológica inata ou natural e a resposta imunológica adaptativa ou adquirida 
(Figura 4). A imunidade inata representa a função primária do sistema imune de protecção do 
organismo contra uma infecção sendo, por isso, um sistema ancião conservado em muitas 
espécies. É constituído principalmente por células fagocíticas, proteínas do sangue e células NK 
(do inglês natural killer cells). Este sistema funciona reconhecendo estruturas moleculares 
típicas dos microrganismos patogénicos (e.g., lipopolissacaridos - LPS) e decorre num espaço 
curto de tempo, usualmente em poucas horas. O sistema imune adaptativo é um mecanismo 
filogeneticamente mais moderno e baseia-se na existência de receptores com elevada 
especificidade para certas regiões (epítopo) dos patogéneos. Estes receptores ou estão ligados 
às células (linfocitos T e alguns linfocitos B) ou são segregados (anticorpos produzidos pelos 
linfocitos B). Um único linfocito T ou B prolifera e origina um elevado número de células filhas 
(expansão clonal), podendo esta resposta levar dias ou semanas (Kuby et al, 2003, Burnester 
and Pezzutto, 2003; Arosa et al, 2007).  
 
 
Figura 4 - Mecanismos de Defesa do Sistema Imune (adaptado Burnester and Pezzutto, 2003) 
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A inflamação representa uma sequência complexa de eventos que estimula a resposta imune, 
sendo por isso a primeira resposta não específica a um estímulo (toxina ou patogéneo) que 
tem como objectivo neutralizar o agente agressor e reparar o tecido lesado. Os sintomas da 
inflamação são rubor, calor, inchaço, dor e eventualmente perda de função (Kuby et al, 2003; 
Burnester and Pezzutto, 2003; Madigan and Martinko, 2006). Pode considerar-se que a 
resposta inflamatória tem 3 passos fundamentais. No primeiro dá-se um aumento do fluxo 
sanguíneo em resultado dilatação dos vasos da área afectada sendo responsável pela 
vermelhidão e aumento da temperatura do tecido. Em seguida ocorre o aumento da 
permeabilidade capilar, em resultado da retracção das células endoteliais, que facilita o influxo 
de líquido e células, sendo responsável pelo inchaço. Por fim dá-se o influxo de fagócitos, um 
processo que ocorre em vários passos que inclui a aderência, a diapedese ou extravasão e 
finalmente a migração para o tecido lesado (Kuby et al, 2003).  
 
2.1. Células do sistema imunológico 
As células do sistema imune têm um precursor comum, uma célula pluripotente, que se divide 
originando 2 grandes grupos, os progenitores mielóides e os progenitores linfóides (figura 5). 
Estes grupos, por sua vez, ainda se podem sub-dividir em outros grupos. Nos progenitores 
Mielóides ainda podemos considerar 4 grupos, os megacariócitos (que originam 
posteriormente as plaquetas), os eritroblastos (que originam os eritrócitos), os mieloblastos 
(que originam os neutrófilos, basófilos e eosinófilos, também, designados de leucócitos 
polimorfonucleados ou granulócitos) e os monoblastos (originam os monócitos). Os 
granulócitos, monócitos e células dendriticas têm a capacidade de ingerir partículas, 
microrganismos e líquido sendo, por isso, designados de fagócitos (do grego fago=ingerir). Nos 
progenitores linfóides consideram-se dois grupos, os linfócitos T responsáveis pela imunidade 
celular e os linfócitos B que produzem anti-corpos. Um terceiro grupo, as células NK (natural 
killer cells) são, também, importantes mas a sua origem ainda não é consensual (Kuby et al, 
2003;Burnester and Pezzutto, 2003; Arota et al, 2007). 
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Figura 5 - Origem das Células do Sistema Imune (adaptado de Burnester and Pezzutto, 2003) 
 
Neste estudo pretende-se estudar algumas características relacionadas com a fagocitose 
sendo por isso importante perceber mais um pouco as células envolvidas neste processo. 
As 3 principais células fagocíticas de um organismo são os neutrófilos, eosinófilos 
(pertencendo ambos aos granulócitos) e monócitos que partilham algumas propriedades. São 
formados na medula, contêm armazenados em grânulos diversos enzimas, migram para o local 
lesado em resposta a estímulos quimio-atractores e fagocitam os microrganismos em 
vacúolos. (Helmes, 1991)  
 
2.1.1. Granulócitos 
Os granulócitos, de acordo com a sua morfologia celular e características citoplasmáticas 
dividem-se em neutrófilos, eosinófilos e basófilos (Kuby e tal, 2003). 
Os neutrófilos têm um núcleo multi-lóbulado e um citoplasma com grânulos que coram tanto 
com corantes ácidos como básicos. Muitas vezes são designados, também, por leucócitos 
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polimorfonucleados (PMN do inglês polymorphonuclear leukocyte) devido ao seu núcleo multi-
lóbulado (Figura 6a) (Kuby et al, 2003). Os neutrófilos, tal como os macrófagos e monócitos, 
são células fagocíticas. Têm um tempo de vida curto (em média 24-48 horas) e são das 
primeiras células a serem recrutadas do sangue periférico para o local da inflamação. Os 
neutrófilos são capazes de destruir microrganismos, dependendo dos grânulos utilizados 
(Arosa et al, 2007). 
Os eosinófilos têm um núcleo bi-lobulado e o citoplasma com grânulos que coram com 
corantes ácidos e com o corante eosina (Figura 6b) (Kuby et al, 2003). Os eosinófilos têm uma 
fraca capacidade fagocítica e actuam libertando o conteúdo dos grânulos para o meio 
extracelular, sendo a sua acção principalmente contra parasitas. (Arosa et al, 2007) 
Os basófilos têm um núcleo lobulado e grânulos que coram com um corante básico, o azul de 
metileno (Figura 6c) (Kuby et al, 2003). São granulócitos não fagocíticos e estão envolvidos nas 
respostas alérgicas libertando substâncias farmacologicamente activas como a heparina e a 
histamina (Arosa et al, 2007). 
 
Figura 6- Morfologia típica dos granulócitos (adaptado de Kuby et al, 2003) 
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De entre os granulócitos, os neutrófilos existem numa percentagem muito maior em relação 
às outras células (Quadro 2). Uma vez que desempenham funções de fagocitose, juntamente 
com os monócitos e macrófagos, será dada uma maior relevância a estas células.  
 
Quadro 2 – Percentagens normais dos granulócitos existentes no sangue de um adulto (adaptado de 
Kuby et al) 
 
 
 
 
 
2.1.1.1. Neutrofilos 
Os neutrófilos são leucócitos polimorfonucleares e constituem cerca de 50-70% dos leucócitos 
que circulam no sangue. São produzidos por hematopoiese na medula óssea, sendo libertados 
para o sangue periférico onde circulam cerca de 7 a 10 horas antes de migrarem para os 
tecidos onde permanecem apenas alguns dias (Kuby et al, 2003). Os neutrófilos intervêm no 
sistema imune inato e são consideradas a “primeira linha de defesa” do organismo contra 
agentes patogénicos, uma vez que são as primeiras a aceder aos locais de inflamação. Os 
neutrófilos fagocitam bactérias, fungos, protozoários, células infectadas por vírus ou células 
tumorais (Selvatici et al., 2006). 
Como já foi referido, o neutrófilo apresenta características estruturais peculiares de onde 
sobressai a natureza multilobada do seu núcleo. O citoplasma é rico em grânulos que, nas 
colorações hematológicas, coram pelos corantes neutros, daí o seu nome de neutrófilos 
(Azevedo et al, 1999). 
Os grânulos dos neutrófilos não são produzidos continuamente. (Selvataci et al, 2006) As 
proteínas dos grânulos constituem cerca de 40% do volume do vacúolo e existem numa 
concentração de cerca de 500 mg/mL (Segal et al, 2005). 
Estudos de microscopia electrónica, associados a técnicas de fraccionamento e separação 
celular e caracterização bioquímica, permitiram identificar no citoplasma três tipos de grânulos 
Tipo de célula Percentagem (%) 
Neutrofilos 50-70 
Eosinófilos 1-3 
Basófilos <1 
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e vesículas secretoras (Quadro 3). Os primeiros grânulos a serem formados durante o 
desenvolvimento do neutrófilo são os grânulos primários que, por serem corados pelos azures, 
se denominam também de azurófilos. Estes grânulos são semelhantes aos lisossomas das 
outras células por serem ricos em hidrolases ácidas. Possuem adicionalmente produtos 
próprios dos quais se destacam a mieloperoxidase, cuja cor esverdeada caracteriza os 
exsudados purulentos (vulgo pus) ricos em neutrófilos. Durante o desenvolvimento na medula 
óssea, aparecem posteriormente os grânulos secundários ou específicos que são típicos destas 
células. Possuem um conteúdo distinto, nomeadamente lactoferrina, uma proteína que liga o 
ferro (Azevedo et al, 1999; Segal et al, 2005). Os grânulos gelatinase (ou grânulos terciários) 
têm bastantes semelhanças com os grânulos específicos, no entanto, contêm menos agentes 
microbicidas na sua composição e outros metaloproteases, sobretudo gelatinase. O facto de 
terem maior facilidade para serem exocitados torna-os importantes nas fases iniciais da 
extravasão de neutrófilos para o endotélio, uma vez que dispõem de enzimas capazes de 
degradar constituintes da matriz extracelular (Selvatici et al., 2006).  
Quadro 3 -  Enzimas e outros constituintes dos grânulos dos neutrófilos humanos (adaptado de Selvatici 
et al.) 
Grânulos 
Vesículas secretórias 
Primários Secundários Terciários 
Mieloperoxiadese Lisozima Gelatinase Fosfatase alcalina 
Lisozima Lactoferrina Catepsina B Citocromo B558 
Defensinas Colagenase Catepsina D Β2 integrina Mac-1 
Bactericidas Activador do 
Complemento 
β – D – Gluconronidase Receptor para fracção 
C3b do complemento 
Elastase Fosfolipase A2 α – Manosidase Receptor activador do 
plasminogénio do tipo 
urocinase 
Catepsina G Receptor do 
complemento 
CD11b  
Proteinase 3 Receptores do fMLP Receptor do fMLP  
Catepsina B Citocromo b558   
Catepsina D Factor quimiotáctico de 
monocitos 
  
β – D – Gluconronidase Histaminase   
α – Manosidase Proteínas de ligação à 
vitamina B12 
  
Fosfolipases A2    
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As vesículas secretoras constituem um reservatório de receptores de membrana necessários 
para a fase inicial da resposta inflamatória. Todos os receptores de membrana contidos nestas 
vesículas são incorporados na membrana plasmática do neutrófilo, e são as alterações na 
superfície da membrana, induzidas pela incorporação do conteúdo das vesículas secretoras, 
que permitem ao neutrófilo estabelecer um contacto firme com o endotélio activado. 
(Azevedo et al, 1999; Segal et al, 2005; Selvatici et al., 2006) 
A exocitose de cada um dos tipos grânulos segue uma hierarquia, sendo em primeiro lugar 
libertado o conteúdo das vesículas secretoras seguindo-se o conteúdo dos grânulos pela 
seguinte ordem: grânulos gelatinase, grânulos específicos e grânulos azurófilos (Selvatici et al., 
2006). É a mobilização controlada destes organitos citoplasmáticos que permite a 
transformação dos neutrófilos de um estado passivo, em que circulam livremente nos vasos, 
para uma célula “activa” do sistema imune inato. (Azevedo et al, 1999; Segal et al, 2005; 
Selvatici et al., 2006) 
 
2.1.2. Monócitos 
O sistema mononuclear fagocítico consiste em monócitos em circulação no sangue e 
macrófagos nos tecidos (Figura 7). Os monócitos podem circular no sangue por um período de 
8 horas durante as quais aumentam de tamanho. Posteriormente migram para os tecidos onde 
se diferenciam em macrófagos ou em células dendríticas. A diferenciação de monócitos em 
células dendriticas envolve vários passos. A célula aumenta 5 a 10 vezes de tamanho, os 
organitos aumentam em tamanho e complexidade, adquire a capacidade de fagocitar, 
produzindo um elevado número de enzimas hidrolíticos e inicia a secreção de factores 
solúveis. (Kuby et al, 2003) 
 
Figura 7 - Morfologia típica de um monocito representado à esquerda e de um macrofago, 
representado à direita (adaptado de Kuby et al, 2003). 
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2.2. Fagocitose 
A fagocitose é o processo pelo qual as células fagocíticas eliminam o agente invasor e constitui 
um dos principais mecanismos de suporte da imunidade inata. Como já foi referido, os 
neutrófilos, monócitos e macrófagos constituem os principais tipos de células fagocíticas. 
(Arosa et al, 2007) 
As células fagocíticas são capazes de ingerir e digerir antigénios exógenos, como seja um 
microrganismo inteiro uma partícula insolúvel, ou matéria endógena, como sejam células 
mortas. No primeiro passo da fagocitose, os fagócitos são atraídos por uma variedade de 
substâncias produzidas pela resposta do sistema imune, sendo este processo designado por 
quimiotáxia. No passo seguinte dá-se a adesão do antigénio à célula fagocítica. Enquanto os 
complexos antigénios, como sejam, células bacterianas ou partículas virais aderem bem e são 
rapidamente fagocitadas, as proteínas ou bactérias encapsuladas aderem fracamente e não 
são tão facilmente fagocitadas. Este processo induz a formação de pseudópodos que conduz à 
internalização do material e a estrutura resultante, a que se dá o nome de fagossoma, entra 
depois na célula, por um processo de endocitose. O fagossoma move-se no interior da célula 
dando-se a posterior fusão com o lisossoma formando o fagolisossoma. O lisossoma contem 
enzimas digestivos e uma variedade de proteínas hidrolíticas que digerem o material ingerido. 
Este material é posteriormente eliminado por um processo de exocitose. Todo este processo 
encontra-se sistematizado na figura 8 (Kuby et al, 2003). 
Em seguida analisar-se-á com mais detalhe as várias fases da fagocitose. 
 
 
Figura 8 – Ingestão e morte dos microrganismos invasores durante a fagocitose (adaptado de Kuby et 
al, 2003) 
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2.2.1. Migração, extravasão e reconhecimento 
As células fagocíticas são dotadas de movimentos amebóides que lhes permitem migrar para 
fora dos vasos (diapedese) facilitada por moléculas de adesão que existem tanto nas células 
fagocíticas como nas células do revestimento endotelial dos vasos. Estas células de adesão são 
induzidas por factores gerados no foco da inflamação, para as quais são atraídas por estímulos 
químicos de atracção desencadeados pelas quimiotaxinas (factores quimiotáticos). (Arosa et 
al, 2007) 
A primeira fase da fagocitose consiste no reconhecimento do agente patogénico como 
estranho ao organismo pelas células fagocíticas que conseguem reconhecer agentes invasores 
opsonizados e não-opsonizados. A opsonização consiste na ligação de opsoninas como, por 
exemplo anticorpos (e.g., IgG) ou de fracções do complemento (e.g., C3b) ao agente invasor. 
Este processo facilita o encontro da célula fagocítica com o agente invasor, pois esta expressa 
receptores tanto para os anticorpos (e.g., Fc) como para as fracções do complemento (e.g., 
CR1) (Kuby, 2003; Lee et al., 2003; Mira, 2004a) 
As células fagocíticas têm, também, receptores que reconhecem directamente organismos 
invasores e células desvitalizadas. Por exemplo, os receptores de manose dos macrófagos 
ligam-se às oses (nomeadamente manose e frutose) da superfície dos microrganismos e das 
células envelhecidas ou em vias de destruição, promovendo a sua fagocitose. (Arosa et al, 
2007) Este sistema de reconhecimento do patogéneo inclui diversas moléculas de 
reconhecimento padrão (PRMs, do inglês pattern-recognition molecules) conservadas 
evolutivamente. Os PRMs são proteínas de membrana do fagócito que reconhecem padrões 
moleculares associados ao patogéneo (do inglês PAMP, pathogen-associated molecular 
pattern). A interacção PRMs/PAMP leva a um sinal membranar que promove uma cascata de 
transdução de sinal que resulta na activação do fagócito (Madigan and Martinko, 2006). 
Os primeiros PRMs identificados foram em Drosophila melanogaster (mosca da fruta) e 
desginaram-se receptores Toll. Cada receptor do tipo Toll (TLR, do inglês Toll-like receptor) nos 
fagócitos humanos reconhece um PAMP específico. Por exemplo o TLR4 reconhece os 
lipopolissacaridos (LPS) presentes nas paredes celulares das bactérias gram-negativas, 
induzindo uma imunidade para todos os patogéneos gram-negativos. Outros TLRs reconhecem 
outros PAMP como sejam componentes da superfecie celular de leveduras, peptidoglicanos, 
oligonucleotidos CpG não metilados em bactérias e peptidoglicanos bacterianos (Madigan and 
Martinko, 2006) 
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2.2.2. Activação das células fagociticas 
A activação in vivo dos neutrófilos está associada a receptores de membrana associados à 
proteína G. Quando se liga ao seu receptor, a proteína G fica activada e fosforila o GDP a GTP. 
Este, por sua vez, activa a fosfolipase C (PLC), que cliva o fosfatidilinositol 4,5-bifosfato (PIP2) a  
1,4,5-trifosfato de inositol (IP3) e diacilglicerol (DAG), dois potentes mensageiros celulares. O 
IP3 conduz à abertura de canais de cálcio, aumentando a sua concentração intracelular, e o 
DAG activa a proteína cinase C (PKC), a qual fosforila outras proteínas, nomeadamente alguns 
constituintes do NADPH oxidase, enzima responsável pela produção de espécies reactivas de 
oxigénio (ERO), que conduzem à morte dos microrganismos invasores. (Weyden et al., 2000; 
Nelson e Cox, 2005; Selvatici et al, 2005) 
 
O acetato miristato de forbol (PMA) é utilizado in vitro na activação dos neutrófilos. O PMA é 
um composto sintético inespecífico, promotor de tumores, que actua mimetizando o DAG, 
resultando na activação do PKC que vai activar o NADPH oxidase. O PMA não é rapidamente 
metabolizado o que provoca uma activação do PKC continuada (Nelson and Cox, 2000)  (Figura 
9). O PMA induz alterações nos neutrófilos que se assemelham àquelas que ocorrem durante a 
fagocitose de bactérias e outros microrganismos, levando à formação de vacúolos fagocíticos, 
para os quais são libertados os conteúdos dos grânulos (Repine et al., 1974). 
A activação dos neutrófilos leva à translocação dos componentes citosólicos do complexo 
NADPH oxidase para a membrana (figura 9) e o enzima activo reduz o oxigénio molecular 
(Morena et al, 2002).  
Introdução 
18 
 
 
Figura 9: Burst respiratório dos fagócitos: Translocação e assembly do componentes citosólicos do sistema 
enzimático do NaDPH oxidase (p47
phox
, p67
phox
, p
21rac
) com o flavocitocromo associado à membrana e, os múltiplos 
passos de fosforilação do p47
phox
 leva à activação do NADPH oxidase que por sua vez leva à redução do oxigénio 
molecular a anião superóxido. (adaptado de Morena et al, 2002) 
 
A exposição dos neutrófilos a estímulos, como o PMA, leva ao burst respiratório em que o 
oxigénio é reduzido a superoxido, sendo este posteriormente convertido em ácido hipocloroso 
pelo mieloperoxidase. (Dypbukt et al, 2005) 
 
2.3. Mediadores de acção microbicida produzidos pelas células fagociticas 
Os microrganismos fagocitados são destruídos (mortos) através duma série de mediadores 
(quadro 4), produzidos pelos fagócitos activados, muitos dos quais são espécies reactivas de 
oxigénio e de azoto (Kuby et al, 2003). 
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Quadro 4 – Mediadores da actividade microbicida e citotóxica dos neutrófilos e macrófagos (Kuby et al)  
Dependente do oxigénio Independente do oxigénio 
Espécies Reactivas de oxigénio Defensinas 
O2
•− (anião superóxido) TNFα (Tumor Necrosis Factor α) 
OH. (radical hidroxilo) (apenas nos macrofagos) 
H2O2 (peróxido de hidrogénio) Lisozima 
ClO- (anião hipoclorido) Enzimas hidroliticos 
Espécies Reactivas de Azoto  
NO (oxido nítrico)  
HNO2 (ácido nitroso)  
Outras  
NH2Cl (monocloroamina)  
 
 
2.3.1. Mediadores produzidos dependentes do oxigénio 
As células fagóciticas produzem espécies reactivas de oxigénio (ERO) e de azoto (ERN), 
algumas das quais têm uma potente actividade microbicida (Kuby et al, 2003). Estes oxidantes 
são gerados em reacções catalisadas pelos enzimas NADPH oxidase, óxido nítrico sintase e 
mieloperoxidase (Figura 10). 
 
 
Figura 10: Acção dos enzimas fagocíticos na geração de espécies reactivas de oxigénio (adaptado de 
Madigan e Martinko, 2006) 
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NADPH oxidase 
O NADPH oxidase (EC 1.6.99.3) é um enzima de membrana encontrado nos neutrófilos, 
eosinófilos e fagócitos mononucleares que catalisa a reacção de formação de O2
•− a partir de 
oxigénio e NADPH (Nauseef, 2002; Babior, 2000; Segal, 2005; Halliwell, 2006, Mira, 2004). 
O2 + NADPH → O2
•− + NADP + H+   
O respiratory burst que se verifica nos fagócitos é gerado por um complexo multi-enzimático 
cujos constituintes estão ou na membrana da célula ou no citosol. Na membrana encontra-se o 
citocromo b558, uma flavo-hemoproteína constituída por 2 subunidades fortemente associadas, 
as proteínas gp91phox e p22phox. No citosol encontram-se as proteínas p47phox,p67phox e p40phox 
(Nauseef, 2002; Segal, 2005; Nauseef, 2007) e pequenas GTPase(s) Rac1 e Rac 2 (Nauseef, 
2002). Existem, ainda, outras proteínas no citosol provavelmente com funções regulatórias 
(Nauseef, 2007).  
Após estimulação, dá-se a fosforilação do p47phox, que leva à sua alteração conformacional e 
subsequente translocação para a membrana e associação ao citocromo b558. Este complexo 
transfere electrões do NADPH citosólico, sequencialmente através de dois hemos ao longo da 
membrana, para o aceitador final, o oxigénio, levando à geração do anião superóxido (Figura 
11).  
 
Figura 11: Activação do NADPH oxidase. Numa situação de não activação os componenetes estão 
separados espacialemente entre a membrana e o citosol. Na membrana encontra-se o flavocitocromo 
b558, constituído pelo gp91
phox
 e p22
phox
. No citosol estão as proteínas p47
phox
, p67
phox
, p40
phox
 e Rac2 (da 
família das GTPases) que está ligado ao inibidor da dissociação do GDP, o RhoGDI. Após estimulação o 
p47
phox
 sofre uma fosforilação em múltiplos resíduos serina e é translocado juntamente com o p67
phox
 e 
p40
phox
 para a membrana onde o RAC2 leva à passagem de GDP a GTP. Há translocação do RAC 2 
prenilado para a membrana independente das translocação das proteínas phox. Em seguida dá-se a 
transferência de electrões do NADPH citosólico através dos grupos hémicos do gp91 levando à formação 
do anião superóxido (adaptado de Nauseef, 2007). 
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O O2
•− é um radical pouco reactivo que dismuta espontaneamente ou catalisado pelo enzima 
superóxido dismutase (SOD) originando H2O2. Porém, quando formado intracelularmente nas 
bactérias exerce o seu efeito tóxico por inactivação de enzimas que contêm clusters [Fe-S]. 
Simultaneamente, o Fe2+ é libertado e reage com H2O2 formando, através da reacção de 
Fenton, HO•, um radical com maior poder oxidante (Halliwell, 2006).  
  Fe2+  +  H2O2  →  Fe
3+  +  HO−  +  HO•  
O HO•, ao contrário do O2
•−, reage facilmente com a maior parte das moléculas (Arosa et al, 
2007).  
O H2O2 produzido é, também, utilizado como co-substrato de peroxidades como a 
mieloperoxidase (MPO), presente nos neutrófilos e monócitos, e a eosinofilo peroxiade nos 
eosinófilos (Nauseef, 2002).  
 
Mieloperoxidase 
A mieloperoxidase (EC 1.11.1.7) é uma proteína hemica composta por 2 hetero-dímeros 
idênticos e cada heterodímero é formado por modificação pós-traducional de um polipeptido 
percursor (Babior, 2000; Segal, 2005). Este enzima constitui 5% das proteínas totais do 
neutrófilo e está presente em elevadas concentrações no citoplasma dos grânulos (constitui 
cerca de 25% das proteínas do grânulo) e encontra-se em concentrações próximas dos 100 
mg/mL (1mM) no vacuolo (Segal, 2005). 
Da fusão do lisossoma com o fagossoma dá-se a activação do mieloperoxidase que, na 
presença de halogenetos (e.g., Cl− e Br−), promove a formação de ácidos hipoalosos (Kuby et 
al, 2003; Madigan and Martinko, 2006; Arosa et al, 2007). 
Da reacção do H2O2 com o Cl
− ocorre a formação de ácido hipocloroso (HOCl), um oxidante 
forte com uma actividade microbicida potente mas que, também, pode lesar os tecidos 
circundantes contribuindo para os processos inflamatórios (Babior, 2000, Mira 2004).  
  Cl−  +  H2O2 →  HOCl  +  H2O 
O HOCl é um potente agente oxidante (agente activo da lixívia) que é consumido rapidamente, 
dado que oxida aminas, tióis, ácidos nucleicos, proteínas e outra biomoléculas. Uma porção 
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substancial do HOCl produzido reage para formar cloroaminas (R-NCl), um agente oxidante 
menos potente mas com um tempo de semi-vida maior. 
 
Óxido nítrico sintase 
Quando os macrófagos são activados por componentes da parede celular das bactérias (e.g, o 
LPS) em conjunto com uma citocina derivada das células T, o interferão-gama (IFN-γ, do inglês 
interferon-gamma) começam-se a produzir concentrações elevadas de óxido nítrico sintase 
(NOS, do inglês nitric oxido synthase) (EC 1.14.13.39). Este enzima, que catalisa a formação de 
•NO, é um enzima complexo contendo FAD, FMN, hemo e biopterina existindo em duas 
formas: a indutivel (forma produzida pelos fagócitos quando estimulados) e a constitutiva. A 
forma constitutiva tem uma actividade baixa produzindo •NO em pequena quantidade que vai 
actuar como molécula sinalizadora, desempenhando um papel fundamental no endotélio 
vascular e no sistema nervoso central. A forma induzível é um enzima com actividade catalítica 
elevada (produz •NO em concentrações elevadas) e é sintetizado, tal como já foi referido, pelas 
células fagocíticas quando são activadas, nomeadamente quando são expostas a citocinas e/ou 
LPS (Hampton, 1998; Babior, 2000; Mira, 2004). 
O óxido nítrico forma complexos com hemos, inactiva centros ferro/enxofre, dá origem a 
nitrosotióis e pode reagir com o superóxido para formar peroxinitrito (ONOO0) (Hampton, 
1998; Babior, 2000; Mira, 2004). 
O oxido nítrico sintase catalisa a produção de óxido nítrico (•NO) a partir de arginina, oxigénio 
e NADPH.  
arginina  +  O2  +  NADPH  →  
•NO  +  citrulina  +  NADP + 
O •NO é uma espécie reactiva de azoto a partir da qual se podem formar outras com maior 
toxicidade como, por exemplo, o peroxinitrito (ONOO−) que resulta da reacção com o anião 
superóxido (Kuby et al, 2003). 
 
2.3.2. Mediadores produzidos independente do oxigénio 
Os macrófagos activos também produzem lisozima e uma variedade de enzimas hidroliticas 
que tem actividade degradativa sem necessitarem de oxigénio. Têm ainda a capacidade de 
produzir um grupo de péptidos citotóxicos e microbicidas designados por defensinas. Estas 
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moléculas são péptidos catiónicos ricos em cisteína, já tendo sido demonstrado que estas 
substâncias têm a capacidade de formar canais permeáveis a iões nas bactérias. (Arosa et al, 
2007) 
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3. NF-kB 
O factor de transcrição NF-kB tem um papel importante na coordenação da imunidade inata e 
adaptativa, proliferação celular, apoptose e desenvolvimento (Piette et al, 2006). 
 
3.1. Papel do factor de transcrição NF-kB 
O factor nuclear kB (do inglês nuclear factor kB - NF-kB) é uma família de factores de 
transcrição que têm um papel importante nas respostas inflamatórias e nas reacções 
imunológicas (Beinke e Ley, 2004; Nishikori, 2005). Este factor foi inicialmente descoberto 
como factor de transcrição nas células B e desde a sua descoberta em, 1986, o seu papel na 
resposta inflamatória, nas reacções imunes e na tumorogénese tem sido extensivamente 
estudado (Liang et al, 2004; Nishikori, 2005). 
A desregulação do NF-kB pode levar a uma produção constitutiva exacerbada de citocinas pró-
inflamatórias, situação que está associada a um largo número de doenças inflamatórias 
crónicas, como é o caso da doença de Crohn. O NF-kB também tem um papel importante na 
regulação da expressão de factores anti-apoptóticos (por exemplo c-IAP-1/2, Bcl-2 e cl-XL) e no 
regulador de ciclo celular ciclina D1, que levam à sobrevivência celular e proliferação celular, 
respectivamente. Consequentemente, o NF-kB está implicado na transformação celular e a 
persistente activação deste factor explica a ligação entre as inflamações crónicas e alguns tipos 
de cancro (Beinke e Ley, 2004). 
A activação da família dos NF-kB/Rel por translocação para núcleo dos complexos 
citoplasmáticos, tem um papel importante na inflamção pela capacidadde de induzir a 
transcrição de genes pró-inflamatórios (Tak e Firestein, 2001). 
 
3.2. Caracterização do NF-kB e IkB 
O NF-kB é composto por complexos homo e hetero-diméricos de polipéptidos, cujas 
subunidades contêm domínios com uma homologia estrutural com a oncoproteína retroviral v-
Rel, resultando na sua classificação como proteínas NF-κB/proteínas Rel. As subunidades do 
NF-κB partilham uma região N-terminal, denominada de domínio de homologia Rel (RHD, do 
inglês Rel Homology Domain), que é responsável pela ligação ao DNA, localização nuclear e 
dimerização das sub-unidades (Roshak e tal, 2002; Beinke e Ley, 2004). 
Introdução 
25 
 
Nas células dos mamíferos a família do NF-kB/Rel apresenta 5 membros: RelA (p65), c-Rel, 
RelB, NF-kB1 (p50; p105) e NF-kB2 (p52;p100). Numa situação de não estimulação estas 
proteínas encontram-se no citoplasma complexadas com proteínas inibitórias IkB (do inglês 
inhibitors of NF-kB – IkB). Fazem parte deste grupo de proteínas IkB, as IkB clássicas (IkBα, 
IkBβ, IkBγ) e a invulgar Bcl-3 (Liang et al, 2004; Beinke e Ley, 2004; Nishikori, 2005). A forma 
activa mais prevalente do NF-kB é o heterodímero formado pelas subunidade p50 ou p52 e a 
subunidade p65, que contem o domínio de transactivação necessário para a indução de genes 
(Tak e Firestein, 2001). Em resposta a um estímulo com agonistas, os IkB são proteoliticamente 
degradados pelo proteossoma, libertando os dímeros do NF-kB que se translocam para o 
núcleo onde regulam a transcrição de vários genes, como se pode ver de um modo genério na 
figura 12. A actividade de determinados NF-kB é também regulada por fosforilações sendo um 
nível adicional de controlo da activação do NF-kB (Beinke e Ley, 2004; Nishikori, 2005). 
 
Figura 12: Modelo genérico da activação do NF-kB. Vários estímulos induzem a fosforilação e 
subsequente poli-ubiquitinação do IkB, que os marca para degradação pelo subunidade 26S do 
proteossoma. Os dímeros NF-kB são libertados e translocados para o núcleo, onde se ligam às regioões 
promotoras e modulam a expressão de genes. (adaptado de Beiken e Ley, 2004) 
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A família de proteínas IkB compreende uma família de proteínas estruturalmente relacionadas 
que possuem múltiplas repetições de aniquirina que interagem com os sinais de localização 
nuclear do RHD prevenindo a translocação das subunidades Rel. 
 
3.3. Activação do NF-kB 
A activação do NF-kB é regulada por sinais que degradam as proteínas IkB. Na via clássica as 
proteínas IkB são fosforiladas por cinases do IkB (IKK) em locais específicos equivalente Ser32 e 
Ser36 na IkBα. A fosforilação leva à poli-ubiquitinação em locais equivalentes da Lys21 e Lys22 
do IkBα e degradação pelo proteossoma 26S, libertando os dímeros do NF-kB. O complexo IKK 
é composto pelas subunidades cataliticas IKKα e IKKβ e pela subunidade reguladora IKKγ, 
também, designada por modulador essencial do NF-kB (NEMO, do inglês NF-kB essencial 
modurator) (Liang et al, 2004; Beinke e Ley, 2004; Nishikori, 2005). O IKKα e o IKKβ são 52% 
idênticos e podem formar homodímeros ou heterodímeros. Contudo o IKKα e o IKKβ 
cooperam para a fosforilação do IkB, sendo diferente o sinal que medeiam. Na via alternativa 
uma cinase indutivel do NF-kB (NIK, do inglês NF-kB inducing kinase-) activa o homodímero 
IKKα sendo tanto o IKKβ como o IKKγ dispensáveis para esta via. Nesta via alternativa, o NF-
kB2/p100 é fosforilado em dois locais do C-terminal pelo homodímro IKKα e ubiqitinada. Esta 
modificação marca o C-terminal para degradação no proteossoma, produzindo p52 (Nishikori, 
2005). (figura 13) 
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Figura 13: Vias clássica e alternativa de activação do NF-kB. A ligação do TNFR1, IL-1/TLR, TCR e BCR 
induz a fosforilação do IkBα dependente do IKK, que induz a ubiquitinação e degradação das proteínas 
inibitórias, levando à migração do NF-kB e transactivação de genes inflamatórios (via clássica). Após a 
ligação do LTβR, BAFR ou CD40 ou infecção por HLV ou EBV, a via alternativa é induzida. Isto aumenta a 
cinase idutível (NIK) e  o processamento proteolítico do p100 a p52, que se liga ao DNA e estimula genes 
implicados nos órgãos linfóides e proteínas de homeostasia. (adapatado Pietta et al, 2006) 
 
A via do Nf-kB pode ser induzida por um elevado número de sinais extracelulares implicados 
na resposta da imunidade inata e adaptativa e regulação da apoptose. Há estudos que revelam 
que as duas vias não estão totalmente separadas (Uwe, 2007). 
Como já foi referido a imunidade inata é a primeira linha de defesa do organismo contra a 
mircorganismos invasores e é da interação do TLRs com produtos microbianos que se dá a 
activação de vias de transdução de sinal, sendo a via do NF-kB é uma das melhores 
caracterizadas. Os TLRs foram identificados inicialmente na Drosophila e os seus homólogos 
nos mamíferos foram posteriormente descobertos um atrás do outro, como seja o TLR4, TLR2, 
TLR9, TLR5, entre outros (Liang et al, 2004). Os membros da família do TLR representam a 
primeira linha de defesa do organismo reconhecendo padrões moleculares associados a 
patogénios incluindo o LPS, lipoproteínas, peptidoglicano dsRNA, DNA não metilado com 
motivos CpG. Os receptores dos TLR e IL-1 desencadeiam uma via sinalização similar utilizando 
moléculas coomo IRAK ou MyD88 (Liou, 2002). 
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Os membros da família dos TLR são proteínas transmembranares que contêm um domínio rico 
em leucinas, na sua parte extracelular, similar a outras proteínas conservadas de 
reconhecimento do sistema inato. Contém ainda um domínio intracelular homólogo do 
domínio de sinalização do receptor do IL-1 (IL-1R) e a activação dos TLR resulta na activação do 
NF-kB (Faure et al, 2000; Akira et al, 2003). A estimulação do TLR pelos seus ligandos leva ao 
recrutamente de uma proteína adaptadora, MyD88 para o complexo. Esta associação é 
mediada pela cinase associada ao receptor do IL-1 (IRAK, do inglês IL-1R-associated kinase) 
com interacção dos respectivos domínios de morte de cada molécula. Segue-se uma auto-
fosforilação do IRAK que se dissocia do complexo e interactua com o TRAF-6 (do inglês tumour 
necrosis factor receptor associated factor 6). A partir do TRAF-6 duas vias de sinalização são 
possíveis: uma que leva a activação do NF-kB e outra que leva activação de uma proteína 
cinase (figura 14) (Akira et al, 2003; Fitzgerald et al, 2003). A activação do NF-kB dá-se via IkB-
cinase. A maioria dos TLRs parecem estar dependentes da proteína MyD88 para a sua 
activação, no entanto os TLR3 e TLR4 são os únicos que podem ser activados por uma via 
dependente ou indenpendentes do MyD88 (Fitzgerald et al, 2003). 
 
Figura 14: Ligandos que são reconhecidos pelo família dos TLR. A resposta de todos os ligandos 
(excepto para dsRNA) é dependente do MyD88 para o ensaio de produção de citocinas inflamatórias. 
MyD88 parece não estar envolvido no sinal do TLR3 dependente de ds-RNA (adaptado de Akira et al, 
2003) 
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Dos vários TLR descritos, o TLR4 é um dos mais conhecidos sendo que o seu sinal é 
despoletado pela interacção com o LPS (componente celular maioritário das bactérias Gram-) 
(Ogawa et al, 2007). O reconhecimento do LPS pelo TLR4 necessita de uma molécula acessória, 
MD-2 (Akira et al, 2003). 
O LPS activa o sistema inato do hospedeiro, por estimulação de células fagocíticas 
(monócitos/macrófagos e neutrófilos), a produzir citocinas ( IL-1, IL-6 e TNF-α). Como já foi 
referido, após a ligação da região do TLR-4 ao LPS, a região citoplasmática do TLR-4 recruta o 
MyD88 que liga o TLR-4 ao IRAK e, o TRAF6 medeia a activação do NF-kB. O CD14, expresso na 
superfície da membrana de monocitos/macrofagos e neutrófilos também tem um papel activo 
neste processo.  
Pietta et al no seu trabalho refere que a indução por LPS, com a consequente activação do NF-
kB, é mediada directamente pela interacção do TLR4 com a NAPH oxidase 4 (Nox4), uma 
proteína relacionada com NADPH oxidase 2 (Nox2) das células fagociticas, mas apenas 
confirmado parcialmente na linha celular monocitica U937, sugerindo que existe uma outra 
Nox que possa estar envolvida no processo (figura 15) (Pietta et al, 2006). No entanto este tipo 
de activação não foi totalmente confirmado. 
 
Figura 15: A activação do NF-kB pelo TLR5 necessita de Nox4 dependente da formação de ROS. O LPS 
induz a geração de ROS e a activação do NF-kB é mediado em parte pela interacção do TLR4 com Nox4. 
A possibilidade de outra Nox estar envolvida está indicada. (Pietta et al, 2006) 
 
3.4. Genes Alvos 
NF-kB regula a expressão de uma variedade de genes que têm um papel importante na 
resposta inata da inflamação. Os genes alvos do NF-kB incluem citocinas, moléculas de adesão, 
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quimiocinas, proteínas de fase aguda e enzimas indutíveis. (Liou, 2002; Liang et al, 2004) Para 
além dos genes envolvidos na inflamação, o NF-kB tem ainda como alvos muitos genes que 
facilitam a progressão tumoral, imortalidade celular, sobrevivência celular, angiogenese 
proliferação, promoção tumoral e metastisação (Nishikori, 2005). 
Quadro 5: Genes Regulados pelo NF-kB (adaptado de Liang et al, 2004) 
Genes Envolvidos na resposta imuno inata 
Citocinas IL-1, IL-2, IL-6, IL-12, , TNF-α, GM-CSF 
Moléculas de Adesão VCAM, ICAN 
Quimiocinas IL-8 
Proteínas de Fase Aguda SAA 
Enzimas indutiveis  iNOS, COX-2 
IL (interleucina), GM-CSF (factor estimulador de colónias de granulócitos-macrófagos), ICAM (moléculas 
de adesão intercelular), VCAM (moléculas de adesão das células vasculares), iNOS (óxido nítrico sintase 
induzível), COX-2 (ciclooxigenase-2). 
 
3.5. Efeitos Lesivos 
Como já foi referido anteriormente, o NF-κB tem um papel essencial no organismo, 
nomeadamente no bom funcionamento do sistema imunitário. No entanto, uma regulação 
inapropriada da actividade deste factor de transcrição tem sido implicada em diversas doenças 
inflamatórias podendo levar mesmo ao desenvolvimento de cancro. (Baldwin et al, 2006; 
Uwe,2007; Pereira e Oakley, 2008)  
Foi demonstrado que o NF-kB está envolvido na regulação transcricional de mais de 150 genes 
com significante demonstração das suas propriedades anti-inflamtórias. Isto, sugere que a 
deficiência em NF-kB ou a sua inibição in vivo leva à redução da resposta inflamatória. (Uwe, 
2007) 
O NF-κB está altamente activado nos locais de inflamação de diversas doenças, como na artrite 
reumatóide, osteoartrite, doença inflamatória intestinal, esclerose múltipla, aterosclerose e 
asma. Nestas doenças verifica-se, também, um aumento do recrutamento de células 
inflamatórias e da produção de mediadores pró-inflamatórios, como a IL-1, IL-6, IL-8 e TNF-α, 
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todos eles regulados pelo NF-κB, o que a longo prazo leva à lesão dos tecidos (Tak and 
Firestein, 2001) 
O NF-κB também está implicado no desenvolvimento de cancro, pois vários estudos 
demonstraram que este está constitutivamente activo nas células cancerígenas, 
independentemente da presença de estímulo. O NF-κB é activado por diversos carcinogénios, 
tais como o 7,12-dimetilbenz(a)antraceno (DMBA) e fumo do cigarro e por alguns promotores 
tumorais como o PMA. Para além disto, o NF-κB está implicado em diferentes fases do 
processo de desenvolvimento tumoral devido aos genes que regula, nomeadamente no 
crescimento e proliferação descontrolados das células, na evasão à apoptose, na angiogénese, 
invasão e metastização (Bassères and Baldwin, 2006; Kim et al., 2006). 
 
3.6. Bloqueadores 
Tendo em conta a importância do NF-κB no desenvolvimento de doenças inflamatórias e de 
cancro, este factor de transcrição é um alvo da terapia anti-inflamatória e anti-cancerosa (Kim 
et al., 2006; Roman-Blas and Jimenez, 2006; Uwe, 2008).  
Os inibidores do NF-κB podem ser divididos em agentes que actuam na sinalização do NF-κB a 
vários níveis, nomeadamente acima do IKK (ex.: a nível de um receptor), directamente no 
complexo IKK ou na fosforilação da IκB, na ubiquitinação ou degradação proteossomal do IκB, 
na translocação nuclear do NF-κB, na ligação do NF-κB ao DNA e na transactivação génica do 
NF-κB (Roman-Blas and Jimenez, 2006; Uwe, 2008).  
Existem vários compostos que demonstraram inibir a actividade do NF-κB, embora o seu modo 
de acção não seja bem claro. Os mais vulgarmente usados são os anti-inflamatórios não 
esteróides (e.g., aspirina, ibuprofeno) e os glucocorticóides (e.g., dexametasona e prednisona). 
Da mesma forma, alguns agentes anti-cancerosos (e.g., ciclosporina A), também, 
demonstraram inibir o NF-κB, os quais podem estar envolvidos na diminuição da actividade 
proliferativa, anti-apoptótica ou inflamatória do NF-κB. Os antioxidantes (ex.: vitamina C e E) 
também poderão prevenir a activação do NF-κB captando as ROS. (Kim et al., 2006; Roman-
Blas and Jimenez, 2006; Uwe, 2008).  
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Figura 16: Representação esquemática da via clássica e alternativa de activação do NF-kB e os 
possíveis locais de inibição (adaptado de Uwe, 2008) 
 
Muitos dos inibidores aqui referidos não são específicos para o NF-κB e possuem vários efeitos 
secundários. Assim, é necessário encontrar compostos alternativos que sejam mais específicos 
na inibição do NF-κB, de forma a diminuir os efeitos secundários. 
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4. Células THP-1 
As células THP-1 constituem uma linha celular, isolada por Tsuchiya et al (ano), a partir de um 
rapaz que sofria de leucemia monocítica aguda. Esta linha celular apresenta a vantagem de 
manter muitas características dos monócitos humanos como, por exemplo, a sua morfologia, 
os produtos secretados, a expressão de oncogenes e a expressão de genes envolvidos no 
metabolismo de lípidos. Ao conjunto dos macrófagos e monócitos pode atribuir-se a 
designação de sistema fagocitico monocluear. E pode, ser designado um sistema por 
partilharem a mesma origem, morfologia similar e funções, o que inclui a rápida fagocitose. 
(Quadro 6) (Auwerx, 1991)  
 
Quadro 6: Funções de fagócitos mononucleares humanos (adapatado de Auwerx, 1991) 
Actividade Microbiana 
Quimiotaxia 
Fagocitose 
Pinocitose 
Apresentação de Antigénios 
Secreção:  
 - Especies Reactivas de Oxigénio 
 - Hormonas esteroides 
 - Componentes do complemento 
 - Factores de coagulação e outras enzimas 
 - proteínas da matriz extracelular 
 - lípidos bioactivos 
Burst Respiratório 
Modelar funções em diversos tecidos 
 
Muitos estudos estão limitados pelas quantidades reduzidas de monocitos/macrofagos 
humanos sendo que o recurso a linhas celulares, como por exemplo THP-1, apresenta-se como 
vantagem. Pode-se ainda considerar uma vantagem adicional em relação aos monocitos 
Introdução 
34 
 
humamos, a homogeneidade da população de uma linha celular. E, as 3 principais citocinas 
que promovem a acção deste sistema são γ-IFN, GM-CSF (do inglês granulocyte-macrophage 
colony stmulating factor) e TNF. Mas é também de salientar  que sob a influência de éster de 
forbol, PMA, as células THP-1 param a proliferação celular e diferenciam-se em células do tipo 
macrofagos. (Auwerx, 1991) 
A diferenciação dos percursores mieloides em células fagociticas está associada à aquisição de 
capacidade fagocitica e microbiana, sendo que a membrana celular tem um papel primordial 
no despoletar destas acções, pelo que a linha celular THP-1 apresenta-se como um bom 
modelo. (Auwerx, 1991) 
 
Quadro 7: Antigénios e recpetores identificados na linha celular THP-1 (adapatado de Auwerx, 1991) 
CD4 Receptor TNF 
CD30 Receptor C3b 
Factor-X-receptor (MAC I) LFA-I 
Factor-Xa-receptor Receptor fibronectina 
FcRI Leu-M1 
FcRII Leu M2 
Receptor GM-CSF Leu M3 
Receptor HDl Antigénios HLA-DR 
Receptor LDL Receptores scavenger 
 
É referido por Feure et al que as céluas THP-1 expressam 5 TLRs: TLR1, TLR2, TLR4, TLR5. 
(Faure et al, 2000) 
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O objectivo principal deste estudo foi estudar as propriedades anti-inflamatórias de 
flavonóides. A pesquisa de compostos naturais com propriedades anti-inflamatórias prende-se 
com o facto de alguns fármacos comercializados apresentarem diversos efeitos adversos. Por 
esta razão tem havido uma crescente procura de alternativas com especial incidência nos 
compostos de origem natural como os flavonóides, os quais são atribuídas, desde há muito 
tempo propriedades anti-inflamatórias. 
Na primeira fase do estudo pretende-se avaliar a actividade anti-oxidante dos flavonóides em 
relação ao HOCL produzido por neutrófilos activados ex-vivo por PMA. Em vista a atingir este 
objectivo foram realizados dois ensaio que pretendiam: 
• Avaliar a eficiência relativa para reagir com ácido hipocloroso (HOCl) através de um 
ensaio de competição: coloração da Taurina (TMB) 
• Avaliar a eficiência relativa para reagirem como o HOCl através de um ensaio de 
competição baseado na oxidação da sonda fluorescente 3-aminofenilfluoresceína 
(APF) seguida por espectrofluorimetria e citometria de fluxo 
Numa segunda fase do trabalho pretende-se avaliar o efeito dos flavonóides na activação do 
factor de transcrição NF-kB numa linha celular (THP-1) estimulada por LPS. Mais 
especificamente pretende-se avaliar potenciais propriedade anti-inflamatórias dos 
flavonóides, através das seguintes acções: 
• Activação do factor de transcrição NF-kB através de um ensaio de transfecção da linha 
celular e análise da activação deste. 
• Analise por western blot se a via que está a ser afectada é a via do NF-kB 
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1. Avaliação da captação, por flavonoides, do HOCl produzido por 
neutrófilos activados por PMA 
A actividade antioxidante dos flavonóides em relação à captação de HOCl, produzido por 
neutrófilos isolados a partir de sangue humano e activados ex vivo por PMA, avaliou-se 
recorrendo à cloração da taurina (método espectrofotométrico) e à oxidação da sonda APF, 
que foi seguida por espectrofluorimetria e citometria de fluxo.  
 
1.1. Materiais e Reagentes 
O dextrano, a taurina, a quercetina, o forbol-13-miristato-12-acetato (PMA), a miricetina, o 
sulfato de magnésio (MgSO4), o enzima catalase (EC 1.11.1.6), o dextrano, a quercetina, o 
forbol-13-miristato-12-acetato (PMA), a miricetina, canferol foram adquiridos à Sigma 
Chemical Co. (Madrid, Espanha). A D-glucose, o cloreto de sódio (NaCl), o ácido 
etilenodiaminotetraacético (EDTA), o cloreto de cálcio (CaCl2), o cloreto de amónia (NH4Cl), o 
ácido acético, a N,N-dimetilformamida (DMF) e o acetato de sódio (CH3COONa), o ácido 
etilenodiaminotetraacético (EDTA), o cloreto de cálcio (CaCl2), o cloreto de amónia (NH4Cl) 
foram  adquiridos à Merck (Darmstadt, Alemanha). O iodeto de potássio (KI) foi adquiridos à 
Riedel-de-Haën (Hanover, Alemanha). A 3,3’,5,5’-tetrametilbenzidina (TMB) foi adquirida à 
Aldrich (Steinheim, Alemanha). O cloreto de potássio (KCl) foi adquirido à Fluka (Buchs, Suíça). 
A sonda APF foi adquirida à Invitrogen (Carlsbad, EUA). 
 
1.2. Isolamento de Neutrofilos 
Como referido anteriormente, o número de neutrófilo é bastante superior ao número formado 
pelo conjunto dos eosinófilos e basófilos, pelo que, referir-nos-emos às células isoladas para os 
estudos subsequentes por neutrófilos.  
O método seguido para o isolamento dos neutrófilos foi o descrito por Coelho (2004) com 
algumas alterações. A recolha do sangue foi feita de dadores saudáveis, no Instituto Português 
do Sangue (IPS), para tubos estéreis com K3EDTA (anticoagulante) e foi transportado para o 
laboratório à temperatura ambiente ao abrigo da luz. Durante todo o processo de isolamento 
dos neutrófilos é fundamental que todas as soluções utilizadas estejam à temperatura de 
ambiente, de forma a evitar a agregação plaquetária. O sangue total (2 x 9 mL) foi transferido 
para dois tubos falcon de 15 mL, aos quais se adicionou dextrano a 6 % (em tampão de 
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fosfatos 0,1 M, pH 7,4 com NaCl a 0,9 %) numa proporção de 5:1 (v:v); misturou-se por 
inversão cerca de 10 vezes, muito lentamente, de forma a não lisar os leucócitos, e deixou-se 
repousar durante 90 min ao abrigo da luz. Este passo permite a separação dos constituintes do 
sangue, uma vez que os eritrócitos sedimentam com o dextrano e o plasma contendo as 
plaquetas e os leucócitos ficam no sobrenadante. De seguida, recolheu-se o sobrenadante, 
com muito cuidado para não arrastar eritrócitos, distribuindo-se 2 mL para tubos de plástico 
de fundo redondo de 10 mL; em seguida adicionou-se a todos os tubos NH4Cl a 0,87 % (m/v) 
numa proporção de 1:2 (v:v); misturou-se por inversão cerca de 10 vezes muito lentamente e 
deixou-se repousar durante 5 min ao abrigo da luz. Neste passo os eritrócitos que não foram 
eliminados anteriormente serão lisados. Centrifugou-se esta mistura, a 250 g (1200 rpm numa 
centrífuga ROTOFIX 32 da Hettich) durante 5 min à temperatura ambiente. Esta centrifugação 
permite a separação dos leucócitos das plaquetas que ficam respectivamente no sedimento e 
no sobrenadante. Desprezou-se o sobrenadante e ressuspendeu-se o sedimento em tampão 
de fosfatos Krebs-Ringer (KRpb) a pH 7,4 (NaCl 122 mM, KCl 4,89 mM, MgSO4 1,22 mM e 1 
mg/mL de D-glucose em tampão de fosfatos 16 mM pH 7,4) suplementado com 0,03% (m/v) 
de EDTA e centrifugou-se nas condições descritas anteriormente; procedeu-se do mesmo 
modo mais duas vezes. O EDTA impede a agregação dos neutrófilos com as plaquetas e as 
células mononucleares. Após a última centrifugação, ressuspendeu-se o sedimento de cada 
tubo adicionando um volume de KRpb suplementado com CaCl2 0,6 mM, de modo que o 
volume final do conjunto dos tubos fosse 1,5 mL. Esta solução contendo maioritariamente os 
neutrófilos foi mantida em gelo durante toda a sua manipulação que não deve exceder 
3h30min após o seu isolamento.  
 
1.3. Determinação da viabilidade celular  
Após o isolamento dos neutrófilos avaliou-se o número de células viáveis presentes e 
procedeu-se à sua contagem. A determinação da viabilidade celular foi testada, pelo método 
de exclusão, usando o corante azul de tripano. A reactividade do azul de tripano baseia-se no 
facto do cromóforo que é carregado negativamente não interagir com a célula, a não ser que a 
membrana esteja danificada. Assim, células ou tecidos vivos com membranas celulares 
intactas, não são coradas, enquanto as células não-viáveis apresentam-se coradas de azul 
(Freshney, 1993). 
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Iniciou-se o processo diluindo 10x a solução que continha os neutrófilos com KRpb 
suplementado com CaCl2 0,6 mM, e misturou-se na proporção 1:1 (v:v) a solução diluída com o 
azul de tripano a 0,05%. A contagem das células (com 10 µL da solução anterior) foi feita num 
hemocitómetro (câmara de Neubauer, Albert Sass, Alemanha) com uma profundidade de 0,1 
mm e uma área de 0,0025 mm2. Os ensaios de viabilidade foram realizados num microscópio 
óptico (Olympus CK40) e consideraram-se não-viáveis todas as células azuis.  
 
1.4. Cloração Taurina 
A taurina (ácido 2-aminoetanosulfónico) foi descoberta em 1827 Friedrich Tiedemann e 
Leopold Gmelin mas só em 1975 se percebeu a sua importância na nutrição humana. Este 
composto é frequentemente referido como sendo um aminoácido, no entanto contém um 
grupo sulfónico, em vez do grupo caboxílico (Figura 17). Ao contrário dos aminoácidos, a 
taurina não é incorporada nas proteínas, sendo um dos “aminoácidos” livres mais abundante 
no músculo cardíaco e cérebro. A sua síntese faz-se a partir da cisteína e metionina (Birsdall, 
1998). A taurina desempenha um papel importante no metabolismo celular como seja, na 
protecção da membrana, como defesa anti-oxidante, na homeostasia do cálcio e imunidade 
(Cantin, 1994; Schuller-Levis e Park, 2003). 
 
Figura 17: Estrutura da Taurina (Birdsall, 1998) 
 
A detecção do ácido hipocloroso (HOCl) foi realizada recorrendo ao método descrito por 
Dypbukt et a. (2005) com algumas modificações. A taurina reage com o HOCl dando origem a 
uma cloramina estável, a clorotaurina. A formação da clorotaurina foi seguida 
espectrofotometricamente a 655 nm, na presença de 3,3’,5,5’-tetrametilbenzidina (TMB) e do 
catalisador iodeto, originando um cromoforo (R’) que absorve na zona do azul e que é estável 
por um período máximo de 30 minutos (Dypbukt et al, 2005). 
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Figura 18: Esquema reaccional para oxidação da Taurina pelo HOCl e a sua detecção pelo método do 
TMB na presença de KI (adaptado de Dypbukt et al , 2005) 
 
A oxidação do TMB é directamente proporcional à concentração de clorotaurina, pelo que 
quanto maior a concentração de ácido hipocloroso maior a quantidade de clorotaurina 
formada e, consequentemente, maior o valor de absorvência a 655 nm (Dypbukt et al, 2005). 
Na presença de um antioxidante como, por exemplo, um flavonóide este composto competirá 
com a taurina para o HOCl evitando, desta forma, a sua cloração e o aumento da absorvência a 
655 nm.  
Através da construção de uma curva de calibração, com concentrações crescentes de HOCl, é 
possível quantificar o HOCl captado (que reage com o flavonóide) medindo a absorvência do 
cromóforo que reflecte a concentração de clorotaurina formada. A curva de calibração foi 
obtida através da adição de concentrações conhecidas de HOCl (0-78 μM) a uma solução de 
taurina 5 mM, em tampão de fosfatos 10 mM, pH 7,4, contendo NaCl 140 mM e KCl 10 mM, 
para um volume final de 160 µL. A taurina estava presente em excesso no meio reaccional, e 
as concentrações de HOCl foram sempre menores que 100 μM, pelo que se assume que [Cltau] 
≅ [HOCl], e que não se forma diclorotaurina. Deixou-se repousar 5 minutos à temperatura 
ambiente e adicionou-se 40 µL de reagente revelador (na proporção de 1:4 do volume final) de 
forma a detectar a clorotaurina formada. O reagente revelador é composto por TMB 2 mM, 
em tampão acetato 400 mM pH 5.4, contendo 30% de dimetilformamida (DMF) e KI 100 μM. 
Esta solução requer algum cuidado na sua preparação: para um volume final de 100mL, 
dissolve-se o TMB em 30 mL de DMF e, em seguida, adiciona-se 60 mL tampão acetato 400 
mM pH 5,4, muito lentamente e sob agitação e, por fim, o KI em 10 mL de tampão acetato. 
Cinco minutos após a adição do agente revelador, fez-se a leitura de absorvência a 655 nm. 
Os ensaios de inibição da cloração da taurina, pelos flavonóides em estudo, foram efectuados 
em tubos eppendorf de 2 mL que continham: taurina 5 mM, uma concentração celular de 
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2x106 neutrófilos/mL e flavonóide entre 0 e 8,0 µM em KRpb suplementado com CaCl2 0,6 
mM. Em seguida os neutrófilos eram estimulados adicionando PMA (100 ng/mL) para um 
volume final de 250 µL. Os tubos eppendorf eram então submetidos a uma agitação lenta num 
banho de água a 37ºC durante 30 min, para que as células se mantivessem em suspensão e 
arejadas. Parou-se a estimulação com a adição de catalase 20 µg/mL e deixou-se em gelo 
durante 10 min. De seguida centrifugaram-se as amostras a 11000 g (12800 rpm - centrífuga 
MiniSpin da Eppendorf), durante 5 min, para que as células sedimentassem. Para se quantificar 
a clorotaurina formada, retirou-se 160 µL do sobrenadante de cada tubo eppendorf (que 
contém tudo o que foi libertado pelos neutrófilos) que foram colocados em poços de uma 
microplaca e aos quais se adicionaram 40 µL do agente revelador. Foram ainda efectuados 
ensaios controlo em que se observou que durante o ensaio não ocorria oxidação espontânea 
do TMB. 
A quantificação da produção de HOCl pelos neutrófilos fez-se através da curva de calibração 
descrita anteriormente e os resultados calculados em percentagem de cloração da taurina, 
obtida através da equação: 
 Cloração da taurina (%) = x100[Cltau]
[Cltau]F   
[Cltau]F - [Cltau] na presença de flavonóide 
[Cltau] - [ClTau] na ausência de flavonóide 
A percentagem de cloração de taurina foi expressa graficamente em função da concentração 
de flavonóide, permitindo esta representação gráfica calcular o valor de IC50 para cada 
flavonóide, isto é, a concentração de flavonóide responsável por 50% de inibição da cloração 
da taurina. 
 
1.5. Oxidação Sonda Fluorescente APF 
A sonda APF reage selectivamente com ROS com elevada capacidade oxidante, 
nomeadamente com o HO•, o ONOO0 e o OCl0 (anião hipoclorito) sendo no entanto mais 
sensível ao HOCl (Setsukinai et al., 2003). Desta reacção resulta um composto fluorescente, a 
fluoresceína, cuja fluorescência é proporcional à concentração de espécie oxidante (figura 19). 
A exposição dos neutrófilos a um estímulo como o PMA activa o enzima NADPH oxidase, que 
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tem como resultado final a formação de peróxido de hidrogénio que em presença de 
mieloperoxidase origina a formação de HOCl. Assim, quanto maior a concentração de HOCl 
produzido maior será o aumento da florescência. Na presença de flavonóide, este compete 
com a sonda APF para o HOCl evitando desta forma a sua oxidação e o aumento da 
fluorecência.  
O
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Figura 19 – Oxidação da sonda APF pelo HOCl. (adapatado de Setsukinai et al, 2003) 
 
Uma vantagem deste método é possibilitar o estudo cinético da formação de HOCl, isto é, 
observar a produção de HOCl à medida que este é produzido pelos neutrófilos activados, 
através da oxidação da sonda APF que foi seguida por espectrofluorimetria e por citometria de 
fluxo. 
 
1.5.1. Detecção da oxidação da sonda APF por espectrofluorimetria 
Para se efectuar este estudo procedeu-se ao isolamento dos neutrófilos, avaliou-se o número 
de células viáveis presentes e efectuou-se a sua contagem, tal como descrito em 1.2 e 1.3.  
Os ensaios de detecção da oxidação da APF pelo HOCl por espectrofluorimetria foram 
realizados numa microplaca própria para fluorescência (BD Falcon) e continham APF 2,5 µM e 
uma concentração celular de 0,5x106 neutrófilos/mL em KRpb suplementado com CaCl2 0,6 
mM; deixou-se a placa em repouso durante 15 min à temperatura ambiente para permitir que 
a sonda entrasse nas células. Após este tempo, adicionou-se o flavonóide (entre 0 e 5 µM) e o 
PMA (100 ng/mL) para dar início à estimulação dos neutrófilos e completou-se o volume final 
para 200 µL. Imediatamente a seguir fez-se a leitura da fluorescência, num leitor de 
microplacas (Spectra Max Gemini EM), durante 15 minutos ao comprimento de onda de 
excitação de 490 nm e ao comprimento de onda de emissão de 530 nm. 
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O efeito na oxidação da sonda, obtido para cada concentração de flavonóide, foi avaliado 
através da determinação dos declives na zona linear das curvas de fluorescência obtidas ao 
longo do tempo de leitura. Tendo em conta o valor de declive obtido na ausência de 
flavonóide (fluorescência máxima) foi possível determinar a percentagem de inibição da 
oxidação da sonda APF para cada concentração de flavonóide 
 Inibição da oxidação da APF (%) = 100
Declive
Declive100
0
F ×−   
DecliveF – Declive na presença de flavonóide 
Declive0 – Declive na ausência de flavonóide 
Os resultados da percentagem da inibição da oxidação da sonda APF foram expressos 
graficamente em função da concentração de flavonóide. A partir deste gráfico calcularam-se 
os valores de IC50, que correspondem à concentração de flavonóide responsável por uma 
inibição de 50% da oxidação da sonda APF. 
 
1.5.2. Detecção da oxidação da sonda APF por citometria fluxo  
A citometria de fluxo é uma técnica que permite a medição e análise de múltiplas 
características físicas de cada célula, individualmente, à medida que estas se deslocam 
através de um feixe de luz. Entre as características possíveis de serem analisadas estão o 
tamanho, a granulosidade ou complexidade interna e a intensidade de fluorescência. O 
tamanho é inversamente proporcional à dispersão de luz frontal (do inglês Forward Scatter 
FS) e a granulosidade é directamente proporcional à dispersão de luz lateral (do inglês Side 
Scatter - SS) (O’Connor et al, 2001). 
Uma vez medidos estes parâmetros, é traçado um gráfico que os relaciona. Como 
diferentes células têm tamanhos e granulosidades diferentes, cada população de células 
surge em regiões específicas, como se exemplifica na figura 20, em que leucócitos são 
separados num gráfico de FS em função de SS. 
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Figura 20: Distribuição das várias subpopulações de leucócitos presentes em solução, de acordo com os 
respectivos valores de FS e SS. 
 
A citometria permite a selecção de zonas específicas do gráfico anterior, realizando-se as 
medidas subsequentes, como por exemplo, a intensidade de fluorescência, apenas para a 
subpopulação de células que se pretende estudar (O’Connor et al, 2001). 
Esta técnica apresenta vantagens em relação à espectrofluorimetria uma vez que permite 
identificar e seleccionar uma subpopulação, no caso deste estudo os granulócitos, e a 
fluorescência lida corresponde à produzida apenas no interior das células. (Robinson, 1997; 
O’Connor et al., 2001)  
Para se efectuar este estudo procedeu-se ao isolamento dos leucócitos, avaliou-se o número 
de células viáveis presentes e efectuou-se a sua contagem, tal como descrito em 1.2 e 1.3.  
O protocolo estabelecido para o estudo do efeito dos flavonóides na oxidação da sonda APF 
pelo HOCl, por citometria de fluxo, já tinha sido anteriormente optimizado por outros 
investigadores do laboratório onde decorreu este estudo. Num tubo apropriado de citómetro 
e para um volume final de 2 mL, adicionou-se a suspensão celular (0,5x106 neutrófilos/mL) e a 
sonda APF (2,5 µM) em KRpb suplementado com CaCl2 0,6 mM, ficando o tubo em repouso 
durante 15 min à temperatura ambiente. Após este tempo, adicionou-se o flavonóide (entre 0 
e 5 µM para a quercetina e 0 e 10 µM para a miricetina) e deixou-se repousar mais 5 min para 
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permitir a sua entrada nas células. Durante este tempo foi feita uma leitura de 5000 eventos 
(fluorescência basal) no citómetro (Beckman Coulter XL) e imediatamente a seguir (aos 20 min) 
adicionou-se o (PMA 100 nM). Após a adição do PMA e de 4 em 4 min foram feitas novas 
leituras de 5000 eventos durante 30 minutos.  
Os resultados obtidos foram calculados em percentagem de inibição da oxidação da sonda 
APF, obtida através da equação: 
 Inibição da oxidação da APF (%) = 100
ciaFluorescên
ciaFluorescên100
0
F ×−
 
 
FluorescênciaF – Fluorescência na presença de flavonóide 
Fluorescência0 – Fluorescência na ausência de flavonóide 
 
Os resultados da percentagem da inibição da oxidação da sonda APF foram expressos 
graficamente em função da concentração de flavonóide. A partir deste gráfico calcularam-se 
os valores de IC50, que correspondem à concentração de flavonóide capaz de inibir 50% a 
oxidação da sonda APF. 
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2. Acção dos flavonóides na activação do factor de transcrição NF-kB 
O estudo do efeito dos flavonóides na activação do factor de transcrição NF-kB numa linha 
celular (THP-1), estimulada por LPS, foi realizado através de um ensaio de transfecção da linha 
celular com um plasmídeo repórter-kB e através da análise quantitativa, por Western blot, das 
proteínas p65-NF-kB e IKBα, respectivamente nas fracções nuclear e citoplasmática. 
Paralelamente foram realizados ensaios de toxicidade dos flavonóides e LPS para a linha 
celular THP-1. 
Todos os procedimentos que a seguir se descrevem, e que envolvem o manuseamento desta 
linha celular, foram realizados numa câmara de fluxo laminar (ESCO – SCII Class II Biohazard 
safety cabinet), em condições estéreis. Para além disso, todas as soluções e materiais 
necessários para os ensaios estavam estéreis.  
 
2.1. Materiais e Reagentes 
O hipoclorito de sódio (NaOCl), o glicerol, o iodeto de propídio (PI), o LPS, o azul de tripano, o 
hepes, o Nonyl Phenoxylpolyethoxylethanol (NP-40), o dithiothreitol (DTT), o cocktail inibidores 
de fosfatases, a benzamida, a leupeptina, a pepstatina, o fenilmetanosulfonilfluoreto (PMSF), a 
albumina de soro bovino (BSA), a acrilamida, a bis-acrilamida, o N,N,N’,N’-
tetrametiletilenodiamina (TEMED), o ponceau S, o azul de bromofenol, o β-mercaptoetanol, a 
ampicilina, o reagente revelador e o reagente fixador usados na revelação das chapas 
radiográficas foram adquiridos à Sigma (Madrid, Espanha). A N,N-dimetilformamida (DMF),  o 
hidróxido de sódio (NaOH), o tris, o hidrogenofosfato de potássio (KH2PO4), o metanol, o 
tween 20 e a glicina, foram adquiridos à Merck (Darmstadt, Alemanha). A sonda APF e o azul 
de alamar foram adquiridos à Invitrogen (Carlsbad, EUA). O reagente da Bio-Rad concentrado 
para a quantificação proteica Bio-RAD. O meio RPMI-1640, os antibióticos 
penicilina/estreptomicina, a glutamina e o soro fetal de bovino (FBS) foram adquiridos à Lonza 
(Verviers, Bélgica). O kit de quimioluminescência ECL foi adquirido à GE Healthcare 
(Amersham, Reino Unido). O dodecil sulfato de sódio (SDS) foi adquirido à Gibco BRL (Carlsbad, 
EUA). Os anticorpos anti-p65 (sc-372), anti-IB-α (sc-371) e goat anti-rabbit (sc-2004) foram 
adquiridos à Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz, Califórnia, EUA). O perssulfato de amónia 
(PSA), o kit dual-luciferase® repórter assay 100systems, foi adquirido à Promega (Madrid, 
Espanha). O Dulbecco’s phosphate Buffered saline (D-PBS) e o DEAE-dextrano hydrocloride 
foram adquiridos à Sigma-Aldrich (Ayrshire, UK). O kit de purificação de plasmídeos foi 
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adquirido à QIAGEN).  A isorramnetina foi adquirida à ExtraSynthese (Genay, França). As 
proteínas marcadas para o gel de electroforese SDS-PAGE foram adquiridas à nzytech genes & 
enzymes (Instituto Superior de Agronomia de Lisboa, Portugal). 
 
2.2. Toxicidade Flavonoides 
Um teste fundamental neste estudo é determinar se os flavonóides em estudo são tóxicos 
para as células THP-1, isto é, conhecer a sobrevivência das células na presença dos flavonóides 
e, simultaneamente, com e sem LPS. 
Existem vários indicadores da viabilidade celular, nomeadamente a integridade da membrana, 
a síntese e o conteúdo de DNA, a actividade enzimática, a presença de adenosina trifosfato 
(ATP) e as condições redutoras da célula. A análise da toxicidade do LPS e dos flavonóides para 
as células foi realizada recorrendo ao indicador de viabilidade celular, o azul de alamar. 
O azul de alamar é um corante que na sua forma oxidada (resazurina) apresenta uma cor 
azul, tem uma pequena fluorescência intrínseca e entra facilmente nas células. Ao ser 
reduzido, é convertido em resorufina, um composto cor-de-rosa, fluorescente (figura 21) 
(O’Brien et al, 2000). 
Este método usa o poder redutor natural das células vivas, conferido por redutases como a 
NADH desidrogenase, para converter a resazurina à respectiva molécula fluorescente, a 
resofurina (figura 21). A redução ocorre de uma forma constante e proporcional ao número 
de células, sendo a forma reduzida excretada para o exterior da célula onde se acumula 
durante várias horas (O’Brien et al, 2000). De entre todas as vantagens deste método, para 
além da sua simplicidade, é rápido, sensível, preciso e pode ser aplicado em larga escala a 
estudos in vitro. (Nakayama et al., 1997) 
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Figura 21: Conversão da resazurina a resorufina. A resazurina, não fluorescente, é convertida em 
resorufina, fluorescente, ao ser reduzida. 
 
Os estudos de citotoxicidade foram efectuados segundo um protocolo já estabelecido no 
laboaratório (Ramos, 2009; Filipe, 2009, Pereira, 2009) com algumas modificações. Os ensaios 
foram realizados em microplacas de fluorescência de 96 poços (BD Falcon) numa estufa de CO2 
a 5% e a37°C. Incubaram-se as células THP-1 (1 x 106 células/mL) em meio RPMI 1640 
completo (suplementado com os antibióticos penicilina (100 U/mL) e estreptomicina (100 
µg/mL), glutamina (2 mM) e FBS 10% (v/v) inactivado) e os flavonóides seleccionados nas 
concentrações de 0 μM, 20 μM e 50 μM. Efectuaram-se, também, ensaios nas condições 
descritas atrás aos quais se adicionou LPS (1 μg/mL). As microplacas foram incubados durante 
2, 4 e 6 horas. Uma hora antes de terminarem os tempos de incubação, adicionou-se o azul de 
alamar numa proporção de 1/10 (v/v) para um volume final de 100 μL. No final de cada tempo 
de incubação, fizeram-se as leituras de fluorescência a um comprimento de onda de excitação 
de 500 nm e de emissão de 600 nm, no leitor de microplacas (Spectra Max Gmini EM). Os 
resultados da fluorescência foram expressos graficamente para cada concentração dos 
flavonóide. 
 
2.3. Transfecção da Linha Celular THP-1 
Com o objectivo de estudar a acção dos flavonóides na regulação do promotor específico do 
factor de transcrição NF-kB, transfectaram-se as células THP-1 com um plasmídeo repórter-kB 
com elevada afinidade para o NF-kB e com um plasmídeo repórter-kB de baixa afinidade para 
o NF-kB. As células foram co-transfectadas com o plasmídeo pRL-SV40, que contem o gene da 
luciferase (da reinilla) que serviu de controlo das experiências. 
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O NF-kB é um factor de transcrição com um papel importante na inflamação, resposta imune e 
apoptose. Tipicamente é um heterodímero constituído pelas proteínas p65 e p50 que se 
mantém inactivo no citosol por ligação às proteínas inibitórias IkBs. Após um sinal específico 
dá-se fosforilação dos IkBs, pela cinase do IkB (IKK), que são posteriormente degradadas no 
proteossoma 26S. O NF-kB migra para o núcleo e activa os respectivos genes. Uma vez no 
núcleo, o NF-kB liga-se a regiões promotoras, os locais kB, que apresentam uma sequência 
consesus geral, GGGRNNYYCC (onde R é uma purina, Y uma pirimidina e N qualquer base) 
(Oliveira-Marques et al, 2009a). 
Transfecção é a designação dada ao método de inserção de ácidos nucleicos em células 
eucariotas. A transfecção é um método que neutraliza a carga negativa das células ou até 
mesmo cria alguma carga positiva permitindo a passagem dos ácidos nucleicos através da 
membrana, recorrendo à utilização de compostos químicos, lípidos ou utilizando métodos 
físicos como a electroporação. O DEAE-dextrano é um polímero catiónico que se associa 
fortemente com a carga negativa do DNA e a captação do complexo é provavelmente 
efectuado por endocitose. Este método permite uma entrega eficaz de ácidos nucleicos nas 
células para uma expressão transiente. Esta técnica não é aconselhável para tranfecções de 
longa duração. Com qualquer método ou reagente de transfecção é necessário ter atenção à 
confluência, número de passagens, contaminação, qualidade e quantidade de DNA, sendo 
estes parâmetros que influenciam a eficiência da tansfecção. O dual-reporter system é um 
método que utiliza dois repórteres, como o próprio nome indica, em que o primeiro é o 
repórter em estudo (repórter experimental) e o segundo o repórter que permite a 
normalização da eficiência da transfecção e do número de células transfectadas. O segundo 
repórter (pRL-SV40) funciona como um controlo interno da transfecção celular e assim 
determina se o efeito observado é devido ao tratamento das células ou em resposta ao 
reporter experimental (manuais promega). 
O sistema de transfecção utiliza vectores como por exemplo o vector pGL3. Este vector fornece 
a base para a análise quantitativa de factores que regulam a expressão de genes em 
mamíferos. Este vector apresenta uma região modificada para luciferase firefly (photinus 
pyralis) que foi optimizado para monitorizar a actividade transcricional das células eucariotas 
transfectadas. O ensaio de repórter é rápido, sensível e quantitativo. No vector pGL3-Basic 
(figura 22) a expressão da actividade da luciferase nas células transfectadas com o plasmídeo 
depende da inserção com a orientação correcta de um promotor funcional a montante do 
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Luc+. Elementos enhancer podem ser inseridos a montante do promotor ou no local BAmII ou 
SaII, a jusante do gene Luc+ (manuais promega
 
Os plasmídeos utilizados no decurso deste estudo foram preparados por 
al, por inserção de uma região promotora (5’ 
GATCTGGGTATATAATGGATCCCCGGGTACGCAGCTCA
Madison, WI) com enzimas de restrição BgI
(Oliveira-Marques et al, 2009a
No trabalho de Oliveira-Marques 
locais Kb com diferentes afinidades: baixa e elevada afinidade (
sequências kB, escolhidas por 
foram inseridas a montante do promotor entre locais de restrição KpnI/SacI (ver locais de 
restrição figura 22), com a sequência geral: 5’
(Oliveira-Marques et al, 2009a
Quadro 8: Sequências kB inseridas no plasmideo (Oliveira
Plasmideo
kBl 
kBh 
 
). 
Figura 22: vector pGL3 (Promega) 
Oliveira
-3’) no vector pGL3-
I (terminal 5’) e HindIII (terminal 3’) (
). 
et al. (2009), foram preparados plasmideos repórter para os 
Quadro 8
Oliveira-Marques et al com base no trabalho de 
- GCT – kb – CTGGCTCCT – Kb
). 
-Marques et al
 Afinidade Sequência kB (5’-3’) 
Baixa GGGGACTTCC 
Elevada GGGAATTTCC 
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-Marques et 
basic (Promega, 
figura 22) 
). As diferentes 
Udalova et al., 
 – CTCAGCT – 3’ 
, 2009a) 
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No decorrer deste trabalho, utilizou-se o vector repórter kB de elevada afinidade para o NF-kB 
para estudar o efeito dos flavonóides na activação do factor de transcrição de NF-kB e o vector 
repórter-kB de baixa afinidade que serviu como controlo da experiência.  
Os plasmideos de interesse foram isolados a partir de uma cultura bacteriana de E. coli. Esta 
cultura foi mantida em meio meio Luria-Bertani (LB) constituído por triptona, extracto de 
levedura, NaCl e ampicilina 100 μg/mL, durante a noite a 37°C com agitação (200 rpm). Após o 
tempo referido, procedeu-se à extracção e purificação do DNA-plasmídico, recorrendo a um kit 
comercial da Quiagen. 
 
2.3.1. Optimização da Transfecção utilizando o vector GFP 
Para se optimizar as condições experimentais da transfecção, utlizou-se o plamídeo GFP 
(pIC111 - 6xHis-PreScission-GFP Human LAP Construct). O protocolo utilizado foi adaptado do 
de Aneja et al (2006). As células THP-1 foram transfectadas recorrendo ao DEAE-dextrano. Um 
total de 1 x 106 cel/mL foi mantido num frasco de cultura durante um período de 24h em 
estufa (SL ShelLab CO2 Series, da Sheldon Mfg. Inc.), a 37°C e com 5% de CO2. Após o tempo 
referido, 3 mL de suspensão celular foi centrifugada a 137g (centrífuga Rotofix 32, da Het-tich), 
durante 4 minutos à temperatura ambiente, de modo a sedimentar as células. Em seguida, as 
células foram lavadas duas vezes com STBS (Tris-HCl 25 mM (pH 7.4), NaCl 137 mM, KCl 5 mM, 
Na2HPO4 0,6 mM,
 CaCl2 0,7 mM e MgCl2 0,5 mM) nas condições referidas no passo anterior. O 
plasmídeo GFP foi então misturado com o DEAE-destrano em tampão STBS e, para optimizar as 
condições experimentais, testaram-se 3 concentrações de plasmideo (0,5 μg/mL, 1 μg/mL e 2 
μg/mL), 2 concentrações de DEAE-dextrano (400 μg/mL ou 600 μg/mL) e 2 volumes de tampão 
(70 e 140 µL). Foram, também, realizados ensaios controlo, nomeadamente com células em 
presença de tampão STBS e com células em presença de DEAE-dextrano. As células foram 
incubadas durante 30 minutos em tubos falcon semi-rolhados na estufa a 37°C e com 5% de 
CO2, em seguida lavadas 2 vezes com STBS (137 g, durante 4 min e à temperatura ambiente), 
ressuspendidas e mantidas em cultura em RPMI suplementado (volume final de 10 mL). As 
células transfectadas eram mantidas em cultura por um período de 48 horas. Ao fim deste 
tempo retirou-se 1 mL para tubos falcon, ao qual se adicionou 1 mL de PBS (NaCl 135 mM, KCl 
2,7 mM, Na2HPO4 8 mM e KH2PO4 2 mM) e centrifugou-se a 137 g durante 4 minutos à 
temperatura ambiente. As células eram ressuspendidas em PBS e adicionava-se iodeto de 
propídeo (do inglês propidium iodide – PI). Este composto consegue penetrar nas membranas 
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das células mortas intercalando-se no DNA e emitindo fluorescência. Assim, as células não 
viáveis podem ser detectadas pela fluorescência na zona do vermelho (550-670 nm). Em 
seguida adicionou-se 300 μL de PBS e transferiu-se todo o conteúdo para tubos de citómetro e 
fizeram-se as leituras usando o canal FL1 (para quantificar o GFP) e o canal FL3 (para 
quantificar o complexo DNA-PI) num citómetro Coulter Epics XL, da Beckman-Coulter, e 
recorrendo ao software System II (Coulter Electronics). Os resultados foram analisados de 
acordo com a percentagem de células com GFP (eficiência da transfecção) e a percentagem de 
células mortas. 
 
2.3.2. Transfecção das células THP-1 com os plasmídeos repórter-kB 
O protocolo utilizado foi adaptado do de Aneja et al (2006). As células THP-1 foram 
transfectadas recorrendo ao DEAE-dextrano. Um total de 1 x 106 cel/mL foi mantido num 
frasco de cultura durante um período de 24h em estufa (SL ShelLab CO2 Series, da Sheldon 
Mfg. Inc.), a 37°C e com 5% de CO2. Findo este tempo, 3 mL de suspensão celular foi 
centrifugado a 137g (centrífuga Rotofix 32, da Het-tich), durante 4 minutos à temperatura 
ambiente, de modo a sedimentar as células. As células foram lavadas duas vezes com STBS 
(Tris-HCl 25 mM (pH 7.4), NaCl 137 mM, KCl 5 mM, Na2HPO4 0,6 mM,
 CaCl2 0,7 mM e MgCl2 0,5 
mM) nas condições referidas no passo anterior. Em seguida, misturou-se o plasmideo 
repórter-kB (2 µg/mL) com o DEAE-dextrano (600 µg/mL) em tampão STBS (140 µL). As células 
foram incubadas durante 30 minutos em tubos falcon semi-rolhados na estufa a 37°C, em 
seguida lavadas 2 vezes com STBS (137 g, durante 4 min e à temperatura ambiente) e por fim 
ressuspendidas e mantidas em cultura em RPMI suplementado (volume final de 10 mL). As 
células transfectadas eram mantidas em cultura por um período de 48 horas. Ao fim deste 
tempo retirou-se 1 mL e adicionou-se os flavonoides em estudo na concentração de 20 μM 
ficando a incubar na estufa a 37°C com 5% de CO2, durante 1 hora. Após este tempo, 
adicionou-se LPS (1 μg/mL) e incubou-se a suspensão na estufa, a 37°C com 5% de CO2, por um 
período 3 horas. Foram realizados ensaios controlo do plasmideo com elevada afinidade para 
o NF-kB, na presença e ausência de LPS e, plasmideo com baixa afinidade para NF-kB, também 
na presença e ausência de LPS. Após o tempo de incubação mencionado, adicionou-se 1 mL de 
PBS e centrifugou-se, a 137 g, durante 4 minutos à temperatura ambiente, removendo-se 
posteriormente o sobrenadante com muito cuidado. Adicionou-se 250 μL de PLB (tampão de 
lise celular) do kit comercial (Dual-Luciferase Reporter Assay System) da Promega e colocaram-
se a agitar durante 15 minutos, para promover a lise das células. A actividade da luciferase foi 
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analisada, utilizando o Dual Reporter Assay Sistem (Promega), de acordo com as intruções do 
fabricante. A primeira leitura, destinava-se a avaliar a actividade da luciferase firefly (F) e 
ocorreu de acordo com a reacção apresentada na figura 23. A segunda leitura destinava-se a 
avaliar a actividade da luciferase renilla (R) e ocorreu de acordo com a reacção apresentada na 
figura 23. A luminiscência foi lida no luminómetro Zenyth 3100 com 10 segundos de 
integração, sendo cada amostra lida em duplicado e normalizada em relação à actividade da 
luciferase da renilla (F/R). 
 
Figura 23: Bioluminescência resultante da reacção da luciferase firefly com o substrato luciferina e 
bioliminescência resultante da reacção da luciferase renilla com substrato colenterazina 
 
2.4. Análise da activação do factor de transcrição NF-kB, por Western blot  
Nesta parte do trabalho pretendia-se avaliar o efeito dos flavonóides na activação do factor de 
transcrição NF-κB nas células THP-1, através da análise por Western Blot. Este ensaio permitiu 
quantificar as variações dos níveis de proteína p65-NF-kB no extracto nuclear e da proteína 
IκBα no extracto citosólico, quando as células THP-1 eram estimuladas por LPS na presença e 
na ausência de favonóide. 
 
2.4.1. Preparação dos extractos citoplasmáticas e nucleares  
Os ensaios foram realizados em placas de petri de 60 mm que continham uma concentração 
celular de 1x106 células/mL e flavonóide em duas concentrações (10 e 20 µM) em meio RPMI 
1640 suplementado. Após a adição do flavonóide deixaram-se as placas durante 1h na estufa a 
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37ºC e a 5% de CO2. Findo este tempo, adicionou-se o LPS (1 µg/mL), completou-se o volume 
final para 5 mL, e deixaram-se novamente as células a incubar nas mesmas condições, durante 
mais 1h. Fizeram-se ensaios controlo em que foi adicionado o LPS na ausência de flavonóide, 
controlo +, e outro em que não foi adicionado nem LPS nem flavonóide, controlo-. 
Recolheram-se as células e o meio circundante dos ensaios atrás referidos para tubos falcon de 
15 mL e centrifugaram-se a 140 g (Hettich Zentrifugen Rotofix 32), durante 4 min e à 
temperatura ambiente, de forma a lavar as células. Removeu-se o sobrenadante, 
ressupenderam-se as células em 2 mL de PBS [Na2HPO4 8 mM, KH2PO4 1,5 mM, NaCl 137 mM e 
KCl 3 mM (pH 7,4)] e lavaram-se as células, do mesmo modo, mais duas vez. Após a remoção 
do sobrenadante, ressuspenderam-se as células em 300 µL de solução de lise da membrana 
citoplasmática [Hepes KOH 50 mM (pH 7,2) contendo EDTA 2 mM, NaCl 10 mM e sacarose 250 
mM, suplementado no dia do ensaio com: 1 % (v/v) de NP-40, DTT 2 mM, inibidores de 
fostases e os inibidores de proteases, benzamidina 1,5 µg/mL, leupeptina 10 µg/mL, 
pepstatina 1 µg/mL e PMSF 1 mM]. Transferiu-se a suspensão anterior para tubos eppendorf e 
deixaram-se em gelo durante 10 minutos, de forma a provocar a lise da membrana 
citoplasmática. Terminado este tempo, centrifugaram-se as amostras a 3000 g (centrífuga 
Eppendorf 5804R), durante 4 min e a 4ºC, e recolheram-se os sobrenadantes que continham 
as proteínas citoplasmáticas. No sedimento ficaram os núcleos que foram ressuspendidos em 
300 µL de PBS e, em seguida, centrifugou-se nas condições descritas anteriormente. Os 
sobrenadantes foram desprezados e os núcleos ressuspendidos em 30 µL de solução de lise do 
núcleo [Hepes KOH 50 mM (pH 7,2) contendo EDTA 2 mM, NaCl 400 mM e 20% (v/v)de 
glicerol, suplementado no dia do ensaio com DTT 2 mM, inibidores de fostases e os inibidores 
de proteases benzamidina 1,5 µg/mL, leupeptina 10 µg/mL, pepstatina 1 µg/mL e PMSF 1 mM] 
que foram mantidos em gelo 30 minutoa; durante este tempo as amostras eram agitadas 3 
vezes no vórtex, de forma a induzir a lise dos núcleos. Terminado este tempo, centrifugaram-
se as amostras a 10.000 g (centrífuga Eppendorf 5804R), durante 20 min e a 4ºC, e 
recolheram-se os sobrenadantes que continham as proteínas nucleares. 
As proteínas citoplasmáticas e nucleares foram depois quantificadas pelo método de Bradford 
modificado (Bradford, 1976). A curva de calibração foi feita com soluções padrão de BSA entre 
0 e 50 µg/mL e as fracções citoplasmática e nuclear foram diluídas 20 e 80x, respectivamente. 
 
Materiais e Métodos 
 
56 
 
2.4.2. Análise das proteínas citoplasmáticas e nucleares por Western blot  
Os extractos proteicos foram, então, separados por SDS-PAGE em géis de poliacrilamida a 10% 
(m/v) recorrendo, para o efeito, a um sistema de mini-géis. O gel de resolução era constituído 
por 10% (m/v) de acrilamida, 0,25% (m/v) de bisacrilamida e 0,1% (m/v) de SDS, em Tris-HCl 
0,4 M (pH 8,8); foram usados como agentes polimerizantes 0,05%  (v/v) de TEMED e 0,05% 
(m/v) de PSA, este último preparado no dia. O gel de concentração era constituído por 5% 
(m/v) de acrilamida, 0,14% (m/v) de bisacrilamida e 0,1% (v/v) de SDS em Tris-HCl 0,6 M 
(pH6,8); utilizaram-se como agentes polimerizantes 0,1% (v/v) de TEMED e 0,1% (m/v) de PSA . 
Foram aplicados 10 μg de proteínas nucleares e 70 a 80 μg de proteínas citoplasmáticas em 
cada poço. Às amostras foi adicionada uma solução (load buffer) constituída por 2% (m/v) de 
SDS, 10% (v/v) de glicerol, 0,4% (p/v) de azul de bromofenol  e 10% (v/v) de β-mercaptoetanol, 
em 16% Tris 1M pH 6,8 (v/v) e 42% de água destilada (v/v)), na proporção de 4:1 (v/v) para um 
volume total por poço de 30 μL. As amostras foram fervidas durante 5 minutos, de modo a 
promover a desnaturação. Aplicou-se 5 μL de marcadores de proteínas no primeiro poço do 
gel. 
A solução tampão de electroforese era composta por Tris 25 mM, glicina 192 mM e 0,1% de 
SDS (m/v) a pH 8,3. A corrente aplicada ao sistema de electroforese foi ajustado a 30 mA/gel 
(fonte Electrophoresis Power Supply 601, da Amersham Pharmacia Biotech) 
Procedeu-se, de seguida, à transferência das proteínas para membranas de nitrocelulose de 
0,45 µm utilizando um aparelho de transferência semi-seco. A transferência decorreu, durante 
1 hora, com uma intensidade de corrente ajustada a 0,8 mA/cm2 de gel (Bjerrum and Schafer-
Nielsen, 1986). A solução tampão de transferência era constituída por Tris 48 mM, glicina 39 
mM, 20% (v/v) de metanol e 0,0375% (m/v) de SDS (pH 9,2). 
Antes de se proceder à reacção das proteínas com os anticorpos específicos, as membranas 
das duas fracções foram bloqueadas com uma solução a 5% (m/v) de leite magro desnatado 
em PBS, durante 1 hora. Em seguida as membranas foram incubadas com o anticorpo 
primário, durante 1 hora à temperatura ambiente. As membranas foram depois lavadas com 
PBS contendo 0,1% (v/v) de Tween durante 30 min, de forma a remover o excesso de 
anticorpo. Durante a noite, à temperatura de 4ºC, as membranas foram incubadas com o 
anticorpo secundário anti-coelho conjugado com a peroxidase de rábano (sc-2004) na diluição 
de 1:4.000. Em seguida, lavaram-se novamente as membranas apenas com PBS. A detecção da 
ligação proteína-anticorpo foi realizada recorrendo ao kit de quimioluminescência ECL (GE 
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Healthcare, Amersham, Reino Unido), de acordo com as instruções do fabricante. A 
quimioluminescência é um método altamente sensível, em que se dá a oxidação química do 
luminol pelo H2O2, criando um intermediário instável, que decai com a emissão da luz e 
impressiona uma chapa fotográfica. A reacção é catalisada pelo enzima peroxidase de rábano, 
que se encontra conjugado com o anticorpo secundário (Harlow e Lane, 1999). 
As chapas obtidas foram digitalizadas e analisadas com o software ImageJ. O controlo de 
aplicação das proteínas foi feito recorrendo à quantificação proteica na membrana de 
nitrocelulose corada com Ponceau S.  
 
Quadro 9: Diluições dos anticorpos primários utilizados no Western Blot 
Fracção Analisada Anticorpo primário Diluição 
Citoplasmática Anti-IκBα (sc-371) 1:800 
Nuclear Anti-p65 (sc-372) 1:1000 
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1. Avaliação da captação, por flavonoides, do HOCl produzido por 
neutrófilos activados por PMA 
O estudo da capacidade antioxidante dos flavonóides em relação ao HOCl produzido por 
neutrófilos activados ex vivo com PMA, foi realizado recorrendo a dois ensaios de competição: 
a cloração da taurina (método espectrofotométrico) e a oxidação da sonda APF que foi seguida 
por espectrofluorimetria e citometria de fluxo. 
 
1.1. Cloração Taurina 
Este estudo insere-se num outro mais abrangente, isto é, envolvendo mais flavonóides, pelo 
que quando se testaram novos flavonóides estudou-se sempre em simultâneo a quercetina 
que, assim, serviu de padrão de comparação. Nesta parte do trabalho estudamos apenas a 
miricetina e, pelo que referimos atrás, também a quercetina. 
 
Figura 24: Estrutura geral dos flavonóis, quercetina (a) e miricetina (b). 
 
Da reacção do HOCl com a taurina forma-se clorotaurina (Cltau), que pode ser detectada por 
reacção com o TMB, originando um cromóforo azul que absorve a 655 nm. Através da 
construção de uma curva de calibração, com concentrações crescentes de HOCl, foi possível 
quantificar o HOCl libertado pelos neutrófilos na ausência de flavonóide e o HOCl captado pelo 
flavonóide, medindo a absorvência do cromóforo que reflecte a concentração de clorotaurina 
formada. Os valores dos parâmetros correspondentes à curva obtida apresentam-se no 
quadro 10. 
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Quadro 10: Valores dos parâmetros obtidos da curva de calibração traçada, através de uma regressão 
linear pelo método dos mínimos quadrados, para a determinação da concentrações de Cltau.  
Declive (ε.l) (µM-1) Ordenada na origem Correlação (R2) 
0,017 0,013 0,989 
 
A partir dos valores dos parâmetros obtidos para a curva de calibração procedeu-se ao cálculo 
da percentagem de cloração de taurina em função da concentração de flavonóide (0-6 µM 
para a quercetina e 0-8µM para a miricetina), tal como se apresenta na figura 25. Nesta figura 
representam-se, também, as linhas correspondentes a equações sigmóides quer para a 
quercetina quer para a miricetina que resultaram do ajuste aos valores experimentais, através 
do software OriginPro.  
 
 
Figura 25: Efeito da concentração de flavonóide na cloração da taurina mediada pelo HOCl produzido 
por neutrófilos activados ex vivo por PMA. Os valores apresentados correspondem às médias de 5 
experiências independentes para quercetina e 4 experiências independetes para a miricetina, realizadas 
em triplicado. As curvas representam o ajuste de equações sigmóides aos pontos experimentais obtidos 
para os ensaios da quercetina e da miricetina, utilizando o software OriginPro. 
 
Recorrendo aos parâmetros das equações obtidas, a partir do software OriginPro, foi possível 
determinar os respectivos valores de IC50 para os flavonóides em estudo (Quadro 11) 
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Quadro 11:  Valores de IC50 obtidos para os flavonóides quercetina e miricetina no estudo da captação 
de HOCl, produzidos por neutrófilos activados ex vivo por PMA, e determinados pela cloração da 
Taurina. Os valores foram calculados a partir da equação ajustada aos pontos experimentais.  
Flavonóide IC50 ± δ (µM) 
Quercetina 5,43 ± 0,87 
Miricetinha 4,98 ± 0,48 
 
Os resultados permitem concluir que existe um efeito protector dos flavonóides em relação 
cloração da taurina, uma vez que com o aumento da concentração de flavonóide há 
diminuição da cloração da taurina. Os dois flavonóides estudados apresentam valores de IC50 
muito semelhantes, não se podendo afirmar que existe nitidamente um mais eficiente que o 
outro na captação de HOCl. 
 
1.2. Detecção da oxidação da sonda APF por espectrofluorimetria 
Neste estudo por fluorimetria, foram analisados, para além da quercetina e da miricetina, o 
flavonol canferol e a flavanona taxifolina, cujas estruturas se apresentam na figura 26.  
 
Figura 26: Estruturas do flavonol canferol (a) e da flavanona taxifolina (b). 
 
O ensaio por espectrofluorimetria permite a detecção da fluorescência total, isto é, a 
fluorescência produzida no interior e no exterior das células. Na figura 27 pode observar-se 
a variação da fluorescência ao longo do tempo à medida que o HOCl é produzido pelos 
neutrófilos activados por PMA, na ausência e na presença dos flavonóides estudados.  
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Figura 27: Efeito dos flavonóides estudados, quercetina (a), miricetina (b), canferol (c) e taxifolina (d), 
na oxidação da sonda APF ao longo do tempo, mediada pelo HOCl produzido por neutrófilos activados 
ex vivo por PMA, detectada por espectrofluorimetria. Os gráficos representados correspondem a uma 
experiência representativa de um conjunto de experiências independentes realizadas em duplicado. 
 
Da figura observa-se que à medida que a concentração de flavonóide aumenta, o valor da 
fluorescência emitido pela sonda ao longo do tempo vai diminuindo (em que o laranja 
corresponde maior concentração de flavonóide), uma vez que o flavonóide ao captar o HOCl 
protege a sonda APF da oxidação. Na figura 27, observa-se claramente que a oxidação da 
sonda APF diminui com o aumento da concentração de flavonóide, evidenciando o efeito 
protector dos flavonóides. 
Para avaliar a capacidade antioxidante para cada concentração de flavonóide, em relação ao 
controlo (sem flavonóide), determinaram-se os declives das rectas na zona linear das curvas 
apresentadas na figura 27. Deste modo, calcularam-se os valores da percentagem de oxidação 
da sonda APF em função da concentração de flavonóide que se apresentam na figura 28. 
Nesta figura é ainda possível visualizar as curvas resultantes dos ajustes, de equações 
exponenciais para a quercetina e miricetina e de uma equação sigmóide para a taxifolina, aos 
valores experimentais. Este ajuste foi feito utilizando o software OriginPro. 
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Figura 28: Efeito da concentração dos flavonóides quercetina, miricetina e taxifolina na oxidação da 
sonda APF por HOCl produzido por neutrófilos activados ex vivo por PMA, detectada por 
espectrofluorimetria. As curvas apresentadas resultam do ajuste de uma equação exponencial para a 
quercetina e miricetina e de uma curva sigmóide para a taxifolina aos valores experimentais, utilizando 
o software OriginPro. Os valores apresentados representam a média de 5 experiências independentes 
realizadas em duplicado para a quercetina e mricetina e de quatro experiências independentes 
realizadas em duplicado para a taxifolina. 
 
Para o canferol não se conseguiu fazer o ajuste de uma curva aos pontos experimentais.   
A partir das equações das curvas representadas na figura 28, foi possível calcular os valores de 
IC50 para os flavonóides em estudo (Quadro 12). 
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Quadro 12: Valores de IC50 obtidos para os flavonóides quercetina, miricetina e taxifolina no estudo 
da captação de HOCl, produzido por neutrófilos activados ex vivo por PMA, determinados através da 
da oxidação da sonda APF, detectada por espectrofluorimetria. Valores calculados a partir de equações 
ajustadas aos pontos experimentais.  
Flavonóide IC50 ± δ (µM) 
Quercetina 0,57  ± 0,18 
Miricetinha 0,42  ± 0,04 
Canferol - 
Taxifolina 2,49 ± 0,43 
 
Os valores de IC50 obtidos para cada um dos flavonóides demonstram que a quercetina e a 
miricetina têm valores muito próximos sendo aparentemente mais eficientes na captação de 
HOCl do que a taxifolina. 
 
1.3. Detecção da oxidação da sonda APF por citometria de fluxo 
A citometria de fluxo permite a separação das células com base nas suas características, como 
tamanho e granulosidade. Assim, nestes ensaios foram analisados apenas os neutrófilos 
porque, como já vêm sendo referido, de entre os granulócitos são os que apresentam maior 
percentagem. 
Na figura 29 apresentam-se os gráficos representativos para um flavonóide (quercetina) 
que mostram a distribuição dos valores de fluorescência emitidos pelas células, para vários 
tempos, na ausência e presença da concentração de flavonóide estudada. 
É possível observar que, na presença e ausência de flavonóide, após a adição de PMA se 
nota um ligeiro aumento de fluorescência, consistente com a iniciação da activação dos 
neutrófilos que leva à produção de HOCl que, por sua vez, oxida a sonda APF. É possível 
acompanhar a activação progressiva da população de células. A partir de t=5 min, observa-
se a presença de dois picos distintos, referentes ao conjunto de células activadas e não 
activadas. Porém, com o decorrer do ensaio, a quantidade de células não activadas (sem 
emissão de fluorescência) diminui, aumentando a quantidade total de células activadas. 
Comparando os dois gráficos, pode concluir-se que a presença de quercetina leva à 
diminuição da fluorescência emitida. Por exemplo, para t=10 min e t=15 min passa a estar 
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presente um pico na região de baixa fluorescência, que não existia na ausência de 
flavonóide.  
Figura 29: Efeito da presença dos flavonóides na fluorescência emitida pela sonda APF, oxid
HOCl produzido por neutrófilos activados, 
leitura inicial (azul escuro), efectuada na ausência de PMA. A leitura para t=0 (
logo após a adição de PMA e as leituras 
minutos, Os histogramas apresentados são de uma experiência representativa, escolhida de entre três 
experiências independentes 
 
A partir dos valores médios de fluorescência dos gráficos apres
calcularam-se os valores da percentagem de oxidação da sonda APF em função da 
 
ex vivo, por PMA. A fluorescência basal corresponde à 
vermelho
seguintes aos t=5 (verde), t=10 (laranja) e t=15 (azul turquesa) 
entados na figura anterior, 
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concentração de flavonóide (figura 30). Nesta figura, apresentam-se, também, as curvas 
resultantes do ajuste de uma exponencial aos valores experimentais, efectuado através do 
programa Origin-Pro. 
 
Figura 30: Efeito da concentração da quercetina, miricetina na oxidação da sonda APF, detectada por 
citometria de fluxo, mediada pelo HOCl produzido por neutrófilos activados ex vivo por PMA – 
representação gráfica da curva resultante do ajuste de uma equação exponencial aos valores 
experimentais. O ajuste foi feito através do software Origin-Pro e os valores apresentados representam 
a média de 3 experiencias independentes para a quercetina e 4 experiências independentes para a 
miricetina. 
 
Para a Taxifolina foram realizados dois ensaios independentes não se tendo conseguido a 
reprodutibilidade dos resultados e por isso não se apresenta estes resultados. Para o canferol 
não foram realizados ensaios por citometria. 
A partir das equações usadas nos ajustes aos valores experimentais, calcularam-se os 
valores de IC50, que se apresentam no quadro 13. 
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Quadro 13: Valores de IC50 obtidos para os flavonóides no estudo da captação de HOCl, produzido por 
neutrófilos activados ex vivo por PMA, determinados através da oxidação da sonda APF, detectada 
por citometria de fluxo.  Valores calculados a partir das equações ajustadas aos pontos experimentais. δ 
– desvio padrão associado ao valor de IC50, calculado segundo o teorema de propagação dos erros. 
Flavonóide IC50 ± δ (µM) 
Quercetina 1,73 ± 0,77 
Miricetinha 5,37 ± 3,70  
Canferol - 
Taxifolina - 
 
 
1.4. Quadro Resumo dos Resultados obtidos e Discussão 
Este parte do trabalho teve como objectivo avaliar a capacidade de alguns flavonóides 
(quercetina, miricetina, canferol e taxifolina) para captar HOCl, um oxidante forte, produzido 
pelos neutrófilos quando activados por PMA.  
De modo a avaliar o poder de captação de HOCl pelos vários métodos foram determinados 
os valores de IC50, que resultam de uma relação entre a percentagem da cloração pelo 
HOCl ou inibição de oxidação da sonda APF e a concentração de flavonóide, que se 
encontram resumidos no quadro seguinte. 
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Quadro 14: Quadro Resumo dos valores de IC50 obtidos para as diferentes técnicas. Valores calculados 
a partir da equação ajustada aos pontos experimentais. δ – desvio padrão associado ao valor de IC50. 
Flavonóide 
IC50 ± δ (µM) 
Cloração da Taurina Fluorimetria Citometria 
 
Quercetina 
5,43 ± 0,87 0,57  ± 0,18 1,73 ± 0,77 
 
Miricetina 
4,98 ± 0,48 0,42  ± 0,04 5,37 ± 3,70 
 
Taxifolina 
N.A. 2,49 ± 0,43 N.A. 
N.A. – Não aplicável (não se estudaram estes compostos neste método) 
 
As características estruturais importantes dos flavonóides para uma captação eficiente de 
HOCl são a existência da dupla ligação C2=C3 e do grupo 3-OH no anel C e, sobretudo, a 
existência de grupos –OH nas posições 5 e 7 do anel A. (Pereira, 2008; Justino et al., 2009). A 
reacção de captação do HOCl pelos flavonóides ocorre através da cloração dos carbonos nas 
posições 6 e 8 no anel A e corresponde a uma reacção de substituição electrofílica aromática 
em que os grupos 5-OH e 7-OH (activadores e directores orto e para) promovem a cloração 
(Justino et al., 2009). 
Das características atrás mencionadas todos os flavonóides estudados apresentam o grupo 3-
OH e grupos OH nas posições 5 e 7. Assim a característica que pode servir para os diferenciar 
em relação à captação de HOCl poderá ser a dupla ligação 2=3. Para além disso, o HOCl é 
gerado dentro do neutrófilo em resultado de uma reacção enzimática, pelo que para a 
captação de HOCl deverá ser, também, importante a sua interacção com o neutrófilo, que será 
tanto maior quanto mais apolar for o flavonóide. 
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O ensaio da cloração da taurina constitui uma aproximação “fisiológica”, uma vez que esta 
reacção ocorre in vivo, servindo, inclusivamente, de biomarcadora para a produção de HOCl. 
De facto, a taurina é o aminoácido livre mais abundante no citoplasma dos leucócitos, 
especialmente nos neutrófilos, existindo em concentrações de 20 a 50 mM, e o HOCl reage 
rapidamente com este aminoácido (Schuller-Levis e Park, 2003). A cloração da taurina permite 
avaliar a captação de ácido no exterior das células, ou seja, o ácido libertado dentro das células 
mas que vem para o exterior. No entanto, como é uma molécula aniónica pequena, a Cltau 
consegue atravessar a membrana através de troca aniónica (Cantin, 1994). É possível, por isso, 
que se forme Cltau no interior dos neutrófilos, que depois atravessa a membrana e reaja com 
o reagente revelador adicionado ao meio.  
Através do método da cloração da taurina, a quercetina e a miricetina apresentaram valores 
de IC50 muito semelhantes. Estes flavonóides são estruturalmente muito semelhantes (a 
miricetina possui mais um grupo −OH no anel B) e ambos têm as características estruturais 
necessárias para serem bons captadores de HOCl.  
Utilizou-se, ainda, um outro ensaio de competição, para estudar a capacidade dos flavonóides 
para captarem HOCl produzido por neutrófilos activados, que se baseou na oxidação da sonda 
APF. Como já foi referido anteriormente a sonda origina um produto fluorescente e a 
fluorescência emitida foi avaliada por espectrofluorimetria e por citometria de fluxo. Uma das 
vantagens desta sonda é a permitir a avaliação da captação intracelular de HOCL, uma vez que 
esta consegue entrar nas células. Enquanto na espectrofluorimetria se faz uma leitura de 
fluorescência total (no interior e exterior das células), os resultados de citometria reportam-se 
apenas à fluorescência dentro das células. Deste modo, os métodos complementam-se e a 
análise conjunta dos resultados permite avaliar a capacidade dos flavonóides para captarem 
HOCl, tendo em conta as suas estruturas mas também as suas interacções com a membrana.   
No método da oxidação da sonda APF avaliada por espectrofluorimetria, a sonda é adicionada 
em excesso no ensaio e como parte do HOCl produzido é libertado para o exterior da célula, a 
fluorescência total lida deverá ter uma forte componente extracelular. Os valores de IC50 
obtidos para a quercetina e miricetina foram, tal como no método da cloração da taurina, 
muito semelhantes. No entanto, quando comparamos este valores com os obtidos por 
citometria, a quercetina apresenta um valor de IC50 inferior ao da miricetina. Esta diferença 
pode ser devida ao facto da miricetina ser mais hidrofílica do que a quercetina e, por isso, a 
sua entrada para dentro da célula torna-se um pouco mais difícil captando menos HOCl.  
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As diferenças de gamas de valores de IC50 obtidos nos dois métodos, cloração da taurina e 
oxidação da sonda APF, podem dever-se à quantidade de células usadas em cada um dos 
métodos, 2 × 10-6 células/mL e 0,5 × 10-6 células/mL, respectivamente. Considerando que se 
utilizou a mesma quantidade de PMA (100 ng/mL), poderá acontecer que a quantidade de 
HOCl produzido tenha sido superior no método da cloração da taurina. Assim haverá mais 
ácido disponível para clorar a taurina do que para oxidar a sonda, o que pode justificar a 
diferença de valores de IC50 obtidos para cada flavonóide pelos dois métodos. 
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2. Acção dos flavonoides na activação do factor de transcrição NF-kB 
nas células THP-1 estimuladas por LPS 
O estudo do efeito dos flavonóides na activação do factor de transcrição NF-kB foi efectuado 
recorrendo a duas metodologias. Utilizou-se uma linha celular THP-1 que foi transfectada com 
um plasmídeo repórter-kB com elevada afinidade para o NF-kB e que permite observar a 
activação do respectivo promotor, quando as células são estimuladas por LPS. A activação do 
factor de transcrição NF-kB em células THP-1 foi, também, estudada através da análise 
quantitativa, por Western blot, das proteínas p65-NF-kB e IKBα, respectivamente nas fracções 
nuclear e citoplamática. 
 
2.1. Avaliação da toxicidade do LPS e dos flavonóides para as células THP-1 
Antes de prosseguir com os ensaios para avaliar o efeito dos flavonóides na activação do factor 
de transcrição NF-kB nas células THP-1 estimuladas por LPS, foi necessário avaliar se os 
flavonóides e o LPS poderiam ser tóxicos para as células. Estudou-se, assim, a viabilidade das 
células THP-1 incubadas com os flavonóides em estudo, para as concentrações de 20 e 50 µM, 
durante 6 horas com e sem LPS, usando como indicador da viabilidade celular o alamar blue. 
Os valores de fluorescência obtidos, nas várias condições ensaiadas, encontram-se 
representados na figura 31. 
 
Apresentação e Discussão de Resultados 
72 
 
 
Figura 31: Estudo da toxicidade dos flavonóides para as células THP-1 na ausência (a) e na presença de 
LPS (b), avaliada através do indicador de viabilidade celular alamar blue. As células THP-1 foram 
incubadas com os flavonóides durante 6 horas e os resultados apresentados correspondem à média e 
desvio padrão de 4 experiências independentes realizadas em duplicado. Controlo Positivo refere-se ao 
ensaio em que apenas se utilizou células em meio RPMI suplementado. (*, p < 0,05 vs controlo positivo) 
 
Como se pode observar, após 6 horas de incubação, os valores de fluorescência obtidos sem 
flavonóide e com os flavonóides nas duas concentrações testadas com ou sem LPS têm valores 
idênticos, pelo que se pode concluir que o LPS (1µg/mL) não tem qualquer efeito tóxico para 
as células THP-1. Há ainda a notar que, para o canferol e para a quercetina na concentração de 
50 µM, os valores de fluorescência observados são superiores ao que seria lógico esperar. Este 
facto pode ser devido à elevada concentração de flavonóide testada que pode favorecer uma 
reacção (fora das células) de redução directa do alamar blue, após a sua adição aos ensaios, 
contribuindo para um aumento de fluorescência. Para a concentração de flavonóide 20µM, os 
valores obtidos de fluorescência média ± desvio padrão são da ordem de grandeza dos obtidos 
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para os controlos. Podemos, assim, concluir que os flavonóides ensaiados na concentração de 
20µM não apresentam toxicidade para as células. 
 
2.2. Estudo da eficiência da transfecção das células THP-1, através do plasmideo 
GFP  
De modo a conhecer-se a eficiência da tranfecção da linha celular THP-1 utilizou-se o 
plasmídeo GFP e fez-se a análise das células mortas usando como indicador de viabilidade 
celular o iodeto de propídeo, parâmetros estes que foram avaliados por citometria de fluxo, tal 
como indicado nos materiais e métodos secção 2.3.1. Inicialmente testaram-se dois volumes 
diferentes da suspensão do plasmideo-DEAE-dextrano em STBS (70 e 140 µL) verificando que 
não se obtinham diferenças na eficiência da transfecção (dados não apresentados). 
Posteriormente, optou-se por utilizar o volume de 140 µL e testaram-se 2 concentrações de 
DEAE-dextrano e 3 concentrações de plasmídeo, cujas percentagens de GFP e PI se encontram 
no quadro 15. 
Quadro 15: Eficiência da transfecção das células THP-1 com o plasmideo GFP. As células THP-1 foram 
transfectadas nas diferentes condições indicadas e a Eficiência da transfecção e a viabilidade celular 
foram determinadas por citometria de fluxo. 
Condições do ensaio 
Células 
Transfectadas com 
GFP (%) 
Células Vivas 
(%)  
DEAE-Dextrano 400 µg/mL – GFP 2 µg/mL 
(140 µL) 
6 54 
DEAE-Dextrano 400 µg/mL – GFP 4 µg/mL 
(140 µL) 
11 63 
DEAE-Dextrano 400 µg/mL – GFP 6 µg/mL 
(140 µL) 
8 62 
DEAE-Dextrano 600 µg/mL – GFP 2 µg/mL 
(140 µL) 
12 71 
DEAE-Dextrano 600 µg/mL – GFP 4 µg/mL 
(140 µL) 
10 63 
DEAE-Dextrano 600 µg/mL – GFP 6 µg/mL 
(140 µL) 
10 57 
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As condições seleccionadas foram as que corresponderam à obtenção de uma maior 
percentagem de células transfectadas (GFP+) e simultaneamente uma maior percentagem de 
células vivas (PI−). Assim, nos estudos de transfecção utilizou-se DEAE-Dextrano 600 µg/mL – 
plasmídeo 2 µg/mL (em 140 µL de STBS). 
 
2.3. Transfecção das células THP-1 utilizando um plasmideo repórter-kB para o 
estudo do efeito dos flavonóides na regulação do promotor específico do NF-
kB 
Verificada a eficiência de transfecção foi realizado um ensaio de modo a validar o método, isto 
é, ao utilizar-se um vector com elevada afinidade para o local kB do DNA deverá observar-se, 
na presença de LPS, uma activação elevada do seu promotor e, pelo contrário, ao utilizar-se 
um vector com baixa afinidade para o local kB deverá observar-se, na presença de LPS, uma 
activação baixa do seu promotor. Os resultados obtidos, expressos em fluorescência relativa 
(F/R), para os ensaios descritos apresentam-se na figura 32. 
 
 
Figura 32: Validação da utilização de um plasmídeo repórter-kB para testar a activação do promotor 
específico do NF-kB. As células THP-1 foram incubadas com dois vectores repórter-kB, um com elevada 
afinidade para o NF-kB e outro com baixa afinidade para o NF-kB, na presença e na ausência de LPS. Os 
dados apresentados correspondem a 2 experiências independentes com leituras em duplicado. Os 
valores representam média ± erro padrão.  
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Uma vez obtida a validação do método, isto é, na presença de LPS observar-se um valor de 
fluorescência relativa elevado para o promotor de elevada afinidade e um valor de 
fluorescência relativa baixo para o promotor de baixa afinidade, estudaram-se os flavonóides, 
canferol, miricetina, quercetina, taxifolina e isorrametina, nas células THP-1 trasnfectadas com 
o plasmideo repórter kB de elevada afinidada para o NF-kB. Os resultados obtidos para estes 
compostos apresentam-se na figura 33. 
 
 
Figura 33: Efeito dos flavonóides na activação do promotor específico do NF-kB nas célula THP-1 
estimuladas por LPS. As células THP-1 foram transfectas com o plamideo repórter-kB de elevada 
afinidade e estimuladas com LPS na presença e ausência de flavonóides testados nas concentrações de 
20 µM. Os valores apresentados correspondem à média de 2 experiências independentes com leituras 
em duplicado. Os valores representam média ± erro padrão.  
 
Apesar do número reduzido de ensaios, estes resultados parecem indicar que o canferol, a 
miricetina e a isorrametina, têm um comportamento que parece inibir a activação do 
promotor do NF-kB nas células THP-1 activadas por LPS. Pelo contrário, a quercetina e a 
taxifolina parecem não apresentar o efeito mencionado. Para a confirmação destes resultados, 
seria necessário realizar mais ensaios de modo a obterem-se, para alguns dos flavonóides, 
menores desvios padrão e realizarem-se testes de significância. 
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2.4. Estudo do efeito dos flavonóides na activação do factor de transcrição NF-kB 
nas células THP-1 activadas por LPS, por Western-blot. 
Nesta parte do trabalho pretendia-se estudar se o efeito dos flavonóides na activação do 
factor de transcrição NF-κB nas células THP-1, activadas por LPS, se fazia através da via do IκB-
α. Assim, incubaram-se as células THP-1 com LPS durante 1h, na presença e ausência de 
flavonóide, e procedeu-se à análise, por western blot, das proteína IκB-α nos extractos 
citoplasmáticos e da proteína p65 no extracto nuclear (figura 34). Por questões de ordem 
prática, na figura aparecem bandas relativas a flavonóides que não foram objecto deste estudo 
aparecendo na legenda, a bold, os flavonóides seleccionados para este trabalho. 
 
Figura 34: Efeito da presença de flavonóides nos níveis das proteínas IkB-α no citoplasma e p65 no 
núcleo de células THP-1, activadas por LPS. As células THP-1 foram incubadas durante 1 hora na 
presença (C+) e na ausência (C-) de LPS (1 µg/mL) e dos flavonóides quercetina 10 e 20 μM (Q10 e Q20), 
miricetina 10 e 20 μM (Mi10 e Mi 20), taxifolina 10 e 20 μM (T 10 e T 20 e isorramnetina 10 e 20 μM (I10 
e I20) de uma experiência representativa. 
 
Após a análise quantitativa das bandas, através do software ImageJ, estabeleceram-se os 
níveis das proteínas IkB-α e p65, respectivamente no citoplasma e no núcleo (figura 35). 
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Figura 35: Efeito da presença de flavonóides nos níveis das proteínas p65 no núcleo (a) e IkB-α no 
citoplasma (b) de células THP-1 activadas por LPS. As células THP-1 foram activadas por LPS na presença e 
na ausência dos flavonóides quercetina 20 μM (Q20), miricetina 20 μM (Mi20), taxifolina 20 μM (T20) e 
isorramnetina 20 μM (I20). Os resultados apresentados correspondem a valores médios ± erro padrão 
de duas experiências independentes.  
 
Da observação do gráfico, é possível concluir que a estimulação das células THP-1 com LPS 
levou a um aumento do p65-NF-kB no núcleo e uma diminuição do IkB-α no citoplasma de 
acordo com o que seria de esperar. Estes dados atestam a boa sensibilidade e 
reprodutibilidade do método.  
Por se ter realizado apenas um ensaio com o canferol este não se encontra representado no 
grafico da figura 35, no entanto pode afimar-se, pela observação da figura 34 que há 
nitidamente aumento do p65 no núcleo. 
De todos os flavonóides estudados nesta fase do trabalho e, mais uma vez, fazendo a ressalva 
ao reduzido número de ensaios, a quercetina é o único flavonóide que parece inibir a 
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translocação do p65-NF-kB para o núcleo. A miricetina com mais alguns ensaios e, 
consequentemente a diminuição da barra de erro, parece ser um flavonóide que poderá, 
também, inibir a translocação do p65 para o núcleo. 
No que diz respeito aos níveis proteicos de IkBα, mesmo fazendo a ressalva do pequeno 
número de ensaios, é nítido que os valores obtidos para os ensaios com os flavonóides são 
baixos e da mesma ordem de grandeza dos do controlo, isto é, dos obtidos com células 
incubadas só com LPS. Estes resultados, indicam que a via do NF-kB está activa pela 
estimulação do receptor com o LPS e, que os flavonóides não estarão a actuar nem ao nível do 
receptor nem ao nível da degradação do IkBα 
 
2.5. Discussão 
Os mecanismos que estão relacionados com os benefícios dos flavonóides para a saúde 
humana parecem estar ligados ao poder antioxidante mas, também, a propriedades capazes 
de modelar a actividade de cinases que participam em vias de transdução de sinal. A segunda 
parte do trabalho teve como objectivo o estudo do efeito dos flavonóides na activação do 
factor de transcrição NF-kB em células estimuladas por LPS.  
No processo clássico de activação do NF-κB, a célula é activada por uma variedade de 
estímulos que se ligam a diferentes receptores e apesar de sinalizarem diferentes proteínas 
adaptadoras, todos eles convergem na activação do complexo IκB cinase (IKK) por fosforilação. 
Uma vez activo o complexo IKK fosforila a subunidade IκBα marcando a proteína IκB para 
ubiquitinação e subsequente degradação proteolítica pelo proteossoma 26S. Este processo 
leva à libertação do NF-κB e à sua consequente translocação para o núcleo, onde regula a 
transcrição de vários genes muito importantes na inflamação. Os flavonóides poderiam actuar 
em vários pontos desta via.  
Para o estudo da acção dos flavonóides no factor de transcrição NF-kB foi utilizado uma linha 
celular de origem cancerígena sendo por isso importante perceber se existe alguma alteração 
de expressão das vias em estudo. Zarember e Godowski (2010), após estudo dos TLRs tanto 
em células do sangue periférico como na linha celular THP-1, referem que as células THP-1 
regulam os níveis de mRNA apenas em resposta a estímulos como sejam LPS, lipoproteínas 
bacterianas e citocinas. E, nos vários artigos consultados, não foi encontrada referência a 
níveis elevados da expressão dos receptores TLR4 para as células THP-1. No entanto, também 
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com a realização dos controlos de ensaios adequados, estas eventuais diferenças acabam por 
se dissuadir. 
 
Neste trabalho e de acordo com o que seria de esperar, por western blot, a estimulação das 
células THP-1 com LPS provocou um aumento do p65-NF-kB no núcleo e uma diminuição do 
IkB-α no citoplasma. Na presença dos flavonóides quercetina e miricetina, e ressalvando mais 
uma vez o pequeno número de experiências, parecem ser dos flavonóides estudados, os 
únicos que inibiram a translocação do p65-NF-kB para o núcleo. No que diz respeito aos níveis 
proteicos de IkBα no citoplasma, ao contrário do que seria de esperar, os valores obtidos são 
significativamente mais baixos (da ordem de grandeza dos obtidos para as células incubadas só 
com LPS) aos observados para as células na ausência de estímulo (LPS). Isto parece indicar que 
apesar do p65-NF-kB ter permanecido no citoplasma (houve diminuição no núcleo) a proteína 
IkBα foi degradada. Isto é, após a activação das células com LPS e na presença de flavonóide, a 
proteína IkBα foi fosforilada (pela cinase do IkB) e posteriormente degradada no proteossoma 
26S libertando o NF-kB que, foi impedido de migrar para o núcleo. Os flavonóides parecem não 
ter impedido a dissociação do NF-kB das proteínas IKB, que seguiram para ubiquitação mas, no 
entanto impediram a sua translocação para o núcleo. Várias hipóteses podem ser postas na 
tentativa de arranjar uma explicação para o efeito observado. O flavonóide pode ter-se ligado 
ao NF-kB impedindo a sua migração para o núcleo, ou, o flavonóide inibiu o receptor do 
p65NF-kB no núcleo.  
Uma forma de poder esclarecer as 2 hipóteses atrás mencionadas era fazer a quantificação do 
p65-NF-kB no citoplasma nas várias condições experimentais ensaiadas. Esta quantificação é, 
no entanto, difícil, porque a concentração de proteínas totais no citoplasma é muito superior à 
do núcleo tornando difícil a quantificação de pequenas variações nos níveis de p65-NF-kB no 
citoplasmas. Deste modo, uma translocação de uma determinada quantidade de p65 do 
citoplasma para o núcleo reflectir-se-á mais no núcleo que no próprio citoplasma. Esta foi a 
razão que fez com que à partida não se tivesse equacionado fazer o doseamento do p65-NF-kB 
no citoplasma. Em estudos futuros, e confirmando-se os resultados obtidos, há que optimizar 
o ensaio para a determinação do p65-NF-kB no citoplasma. 
A ligação do flavonóide ao receptor do estímulo (LPS) teria como consequência não haver 
qualquer alteração nos níveis de p65-NF-kB no núcleo e de IκBα no citoplasma, em relação aos 
valores quantificados na ausência de LPS e de flavonóide. Esta hipótese deve ser descartada 
Apresentação e Discussão de Resultados 
80 
 
uma vez que se observaram alterações nos níveis daquelas proteínas (na presença de LPS e de 
flavonóide) em relação aos ensaios efectuados na ausência de LPS e de flavonóide.  
Os flavonóides poderiam, também, ligar-se à cinase IKK inibindo a sua activação e, por sua vez, 
inibindo a fosforilação da proteína IκBα que não ficaria marcada para ubiquitinação e 
subsequente degradação proteolítica pelo 26S proteossoma. Os resultados obtidos, também, 
anulam esta hipótese, uma vez que se observou na presença de LPS e de flavonóides níveis 
baixos de IκBα, o que significa que a via de degradação desta proteína está activa. 
A comparação com outros estudos referidos na literatura não é fácil, uma vez que nem sempre 
se usam o mesmo tipo de células e as concentrações de flavonóide são, também, diferentes. 
Mesmo quando se usa o mesmo tipo de células, à medida que vão envelhecendo, ou seja, à 
medida que vai aumentando o número de passagens, aumenta a probabilidade de as células 
sofrerem mutações, o que pode levar a diferenças no seu comportamento. No entanto, na 
maior parte dos estudos analisados os resultados indicam uma acção inibidora dos flavonóides 
na activação do NF-kB. Estudos com os flavonóides quercetina, isorametina e canferol, na 
concentração de 100µM, em células J774 activadas por LPS, demonstraram que aqueles 
compostos inibiam a activação do NF-kB sendo a quercetina o mais eficaz (Hamanainem et al, 
2006). Noutro estudo, também se demonstrou que a quercetina e o canferol, testados em 
concentrações de 5 a 200 μM, inibem a activação do NF-kB, através da diminuição da 
degradação do IkB-α pela inibição a montante do complexo IKK (García-Mediavilla, 2006). 
Estudos com outro tipo de compostos (glucocorticoiddes, anti-inflamatórios não-esteroides), 
também, demonstraram que a inibição da activação do NF-kB se dava reprimindo a 
degradação do IkB, através ou da inibição do complexo IKK ou inibição da função do 
proteosoma (Yamanoto e Graynor, 2001). 
 
Nos estudos de transfecção das células THP-1 com um vector repórter com elevada afinidade 
para o local kB observou-se, na presença de LPS, uma activação elevada do seu promotor e, 
pelo contrário, ao utilizar-se um vector com baixa afinidade para o local kB observou-se, na 
presença de LPS, uma activação baixa do seu promotor. Os resultados evidentes (claros) 
obtidos constituíram uma boa base para o estudo do efeito dos flavonóides na regulação do 
promotor específico do NF-kB. 
A discussão que se segue constitui apenas uma aproximação, tendo em conta o número 
reduzido de ensaios e os desvios padrões elevados obtidos para alguns flavonóides. A 
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miricetina, o canferol e a isorrametina, tiveram um comportamento que parece inibir a 
activação do promotor do NF-kB nas células THP-1 activadas por LPS. O comportamento da 
miricetina está de acordo com a análise por Western blot onde se observou uma inibição da 
translocação do p65-NF-kB para o núcleo. Assim, pode pensar-se que a acção do flavonóide 
estará a ocorrer na via, a montante da translocação do p65-NF-kB para o núcleo, pois níveis 
mais baixos de p65 levam a uma menor activação do promotor do NF-kB. O efeito do canferol 
não foi quantificado devido ao facto de se ter realizado apenas um ensaio por western blot, no 
entanto, como foi referido na apresentação de resultados, a análise directa da electroforese 
(figura 34) sugere que existe uma elevada concentração de p65 no núcleo. Assim, os 
resultados obtidos leva a especular que o flavonóide poderá estar a exercer o seu efeito 
aquando da ligação do p65-NF-kB ao DNA, quer seja porque o flavonóide se possa ter ligado ao 
local kB ou ligado directamente ao p65-NF-kB. A isorrametina parece ter um efeito semelhante 
ao canferol em ambos os métodos, no entanto com uma incerteza ainda maior devido ao 
desvio padrão elevado na quantificação do p65-NF-kB no núcleo. 
Pelo contrário, a quercetina e a taxifolina parece não inibir a activiação do promotor do NF-kB 
nas células THP-1 activadas por LPS. No entanto, para a quercetina parece haver uma 
diminuição no nível de p65-NF-kB no núcleo. Com estes resultados, parece que este flavonóide 
apesar de reduzir ligeiramente a translocação de p65 para o núcleo, essa redução parece não 
ser suficiente para levar a um efeito inibitório da activação do promotor do NF-kB. A taxifolina, 
à semelhança da miricetina, parece ter resultados concordantes para os dois métodos, mas 
para a situação inversa, ou seja, não inibe a translocação do p65-NF-kB para o núcleo nem se 
observa diminuição da activação do promotor do NF-kB. 
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Neste trabalho estudaram-se propriedades dos flavonóides quercetina, miricetina, canferol e 
taxifolina responsáveis por algumas das suas acções anti-inflamatórias, nomeadamente a 
capacidade para reagirem com o HOCl e os seus efeitos na activação celular do factor de 
transcrição NF-kB. 
O estudo da captação de HOCl, produzido por neutrófilos activados, foi efectuado através de 
ensaios de competição, com base na cloração da taurina e na oxidação da sonda APF seguida 
por espectrofluorimetria e por citometria de fluxo. Através do método da cloração da taurina, 
a quercetina e a miricetina apresentaram valores de IC50 muito semelhantes. Estes flavonóides 
são estruturalmente muito semelhantes e ambos têm as características estruturais necessárias 
para serem bons captadores de HOCl. No método da oxidação da sonda APF avaliada por 
espectrofluorimetria, os valores de IC50 obtidos para a quercetina e miricetina foram, tal como 
no método da cloração da taurina, muito semelhantes. Através de citometria de fluxo, a 
quercetina apresentou um valor de IC50 inferior ao da miricetina, provavelmente devido ao 
facto da miricetina ser mais hidrofila do que a quercetina e, por isso, a sua entrada para dentro 
da célula torna-se mais difícil captando menos HOCl.  
O estudo do efeito dos flavonóides na activação do factor de transcrição NF-kB numa linha 
celular (THP-1), estimulada por LPS, foi feito através dum ensaio de transfecção da linha celular 
com um plasmídeo repórter-kB e através da análise quantitativa, por Western blot, das 
proteínas p65-NF-kB e IKBα, respectivamente nas fracções nuclear e citoplamática. Nos 
estudos de transfecção das células THP-1 com um vector repórter com elevada afinidade para 
o local kB observou-se, na presença de LPS, uma activação elevada do seu promotor. A 
miricetina, o canferol e a isorrametina, tiveram um comportamento que parece inibir a 
activiação deste promotor do NF-kB. Pelo contrário, a quercetina e a taxifolina parecem não 
inibir a activiação do promotor do NF-kB nas células THP-1 activadas por LPS. A estimulação 
das células THP-1 com LPS provocou um aumento do p65-NF-kB no núcleo e uma diminuição 
do IkB-α no citoplasma significativos. A quercetina e a miricetina foram dos flavonóides 
estudados, os únicos que inibiram a translocação do p65-NF-kB para o núcleo. No que diz 
respeito aos níveis proteicos de IkBα no citoplasma, ao contrário do que seria de esperar, os 
valores obtidos são significativamente mais baixos aos observados para as células na ausência 
de LPS. 
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